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Abreviaturas  
Ci microcurie 
g microgramo 
l  microlitro 
M micromolar 
°C  grados centígrados 
ADN  ácido desoxirribonucleico 
AMC  aminometilcumarina 
ASP  proteína de superficie de amastigotes 
AST aspartato aminotransferasa 
AUC área bajo la curva 
BHI  medio de cultivo, infusión cerebro- corazón  
BSA  seroalbúmina bovina 
CCz dominio carboxilo terminal de cruzipaína 
CD  célula dendrítica 
CFA  adyuvante de Freund completo 
Chg  chagasina 
CK  creatin kinasa 
cm  centímetro 
CMH  complejo mayor de histocompatibilidad 
Con A concanavalina A 
CPA  célula presentadora de antígeno 
cpm cuentas por minuto 
CPs  cisteín proteasas 
Cz  cruzipaína 
dpi  días post infección 
DTH  hipersensibilidad retardada 
DTT  ditiotreitol 
E-64 L-trans-epoxysuccinyl-leucylamide-( 4-guanido)-butano 
EDTA ácido etilendiaminotetraacético 
ELISA  enzimoinmunoanálisis 
F105  fracción sobrenadante de 105000 x de epimastigotes 
Fig  figura 
G-CSF  factor estimulante de granulocitos 
GM-CSF  factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos 
h  horas 
HAI hemaglutinación indirecta 
HIV virus de inmunodeficiencia humana 
HRP  peroxidasa de rábano picante 
IFI:  inmunoflorescencia indirecta 
IFN interferón 
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Ig inmunoglobulina 
IL interleuquina 
IMDM  modificación Iscove´s del medio Dulbecco´s 
IPTG isopropyl-L-β-D galactósido 
kDa  kilodalton 
LB medio de cultivo Luria- Beltrami 
LDH lactato deshidrogenasa 
LPS lipopolisacárido 
LT linfocito T 
LTh linfocito T colaborador 
M molar 
MCP proteína quimioatractante de macrófagos 
mg  miligramo 
min  minutos 
MIP  proteína de inflamación de macrófagos 
ml mililitros 
mm milímetros 
mM milimolar 
MP macrófagos peritoneales 
N normal 
NCz dominio amino terminal de cruzipaína 
NK  células natural killer 
nm nanómetros 
OMS  organización mundial de la salud 
ON óxido nítrico 
OPD  ortofenilendiamina 
OVA  ovoalbúmina 
p  probabilidad 
PAMP  patrones moleculares asociados a patógenos 
PBS buffer fosfato 
PCR reacción en cadena de la polimerasa 
PE ficoeritrina 
PEG  polietilenglicol 
pi post infección 
PMSF fenil metil sulfonil fluoruro 
RANTES  regulador de la activación de linfocitos T normales, expresado y secretado 
rChg chagasina recombinante 
rCz cruzipaína recombinante 
RPMI RPMI 1640, medio de cultivo empleado para cultivo de células 
SControl Salmonella entérica serovar Typhimurium atenuada AroA, sin inserto 
SChg Salmonella como sistema de vehiculización del ADN de Chagasina 
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SCz  Salmonella como sistema de vehiculización del ADN de cruzipaína 
SDS-PAGE electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS 
SDS dodecilsulfato de sodio 
seg segundos 
SFB  suero fetal bovino 
SGM-CSF 
 
Salmonella como sistema de vehiculización del ADN del factor estimulante de 
colonias de granulocitos y macrófagos 
T. amb  temperatura ambiente 
T. cruzi  Trypanosoma cruzi 
TE  Tris EDTA 
TGF-  factor de crecimiento de tumores  
TLCK  tosyl lysylchloromethyl ketone: 1-chloro-3tosylamido-7-amino-2- heptanone 
TLR  receptor toll-like 
TNF-  factor de necrosis tumoral alfa 
TS transialidasa 
TSA  antígeno de superfície de tripomastigotes 
UFC  unidades formadoras de colonias 
UI unidades internacionales 
WB western blott, Inmunoblot 
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1. Generalidades 
Hace aproximadamente 100 años, el médico infectólogo brasileño Carlos Chagas describió 
por primera vez el Trypanosoma cruzi (T. cruzi), un protozoo perteneciente a la familia 
Trypomastidae, agente etiológico de la Enfermedad de Chagas (Chagas, 1909). Durante una 
campaña antimalárica, Carlos Chagas encontró en el intestino de insectos hematófogos, un 
parásito flagelado que llamó T. cruzi, un protozoario microscópico emparentado con un 
microorganismo de África (T. brucei) que provoca la enfermedad del sueño, transmitida por la 
mosca Tse-Tse y del mismo orden que el agente causal de la leishmaniasis, pero sus 
manifestaciones clínicas, distribución geográfica, ciclo de vida y vector son considerablemente 
diferentes. Al insecto, luego identificado como vector, los nativos de la región los denominaban 
“barbeiros”, y se encontraban en las chozas de barro y paja de la zona y atacaba al hombre en 
la oscuridad de la noche. Chagas analizó estos barbeiros y fue capaz de demostrar 
experimentalmente que el parásito podía transmitirse a monos titíes del género Callithrix que 
habían sido picados por el insecto portador. Estudios posteriores demostraron que el mono 
ardilla era también vulnerable a la infección (Hulsebos, 1989). Él también encontró T. cruzi en 
la sangre de personas enfermas y pronto correlacionó esta parasitemia con algunos síntomas 
de la enfermedad, como fiebre, anemia, esplenomegalia y disfunciones cardíacas (Coura, 2009). 
En Argentina a la enfermedad causada por el T. cruzi muchas veces se le llama Mal de Chagas-
Mazza, en honor al médico argentino Salvador Mazza, quien en 1926 comenzó a investigar la 
enfermedad, completando y perfeccionando el estudio de esta patología. En esa época no se le 
daba trascendencia a la enfermedad de Chagas ya que afectaba prevalentemente a los pobres, 
y la medicina la negaba como patología. La importancia del trabajo de Salvador Mazza residió 
precisamente en señalar y predicar en ámbitos médicos la relevancia de la enfermedad (Storino, 
1997). Sin embargo, esto sólo sería aceptado generalizadamente a partir de la década del 60´, 
junto con el gran impacto de la enfermedad para la salud pública. 
Hoy, a un siglo del descubrimiento de la enfermedad de Chagas, se han hecho numerosos 
progresos para comprender aspectos de la biología del parásito, epidemiológicos e 
inmunológicos, importantes en la interacción huésped-parásito (Coura, 2009; Tarleton, 2007), 
así como la secuenciación del genoma del parásito (El-Sayed, 2005). Sin embargo, la 
patogénesis de la enfermedad aún no se comprende en su totalidad y no se cuenta con vacuna 
ni tratamiento efectivo para la infección con T. cruzi (Rassi and Marin-Neto, 2010). 
2. Transmisión 
El parásito T. cruzi es transmitido en la heces de los vectores triatominos redúvidos, 
conocidos como chinche (en El Salvador), vinchuca (Ecuador, Bolivia, Chile y Argentina), 
chipo (Venezuela), pito (Colombia), chirimacha (Perú) y barbeiro (Brasil). Son insectos 
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hematófagos que pertenecen a la subfamilia Triatominae (Familia Reduviidae) y en 
Argentina, el principal vector de esta enfermedad es de la especie Triatoma infestans. Este 
insecto vive en las rendijas y agujeros de viviendas, techos de paja, bodegas y sus alrededores. 
Presenta diferentes formas de acuerdo a la etapa de crecimiento en que se encuentra, que van 
de los 2 mm hasta los 2 cm en el adulto. Son de hábitos nocturnos y se infectan con T. cruzi 
después de picar a un animal o persona que tiene parásitos en sangre. Al frotar las picaduras, 
se introduce accidentalmente las heces en la herida, un corte abierto, los ojos o la boca. Así 
el parásito entra al torrente sanguíneo, replicándose principalmente en tejidos musculares y 
nerviosos. Los animales pueden infectarse de la misma forma y también pueden contraer la 
enfermedad al comer un insecto infectado. 
T. cruzi puede también ser transmitido a humanos por medio de transfusiones de sangre o 
trasplantes de órganos de donantes infectados. Esta vía de contagio es importante en zonas 
donde hay una gran cantidad de infectados clínicamente sanos (asintomáticos), que actúan 
como dadores de sangre aunque su frecuencia es menor con respecto a la transmisión 
vectorial (Angheben, 2015).  
Otra forma de transmisión es la congénita, es por ello que toda mujer embarazada debe 
realizarse el análisis para Chagas. La transmisión de madres chagásicas a su hijo durante el 
embarazo o el parto ocurre con una incidencia del 0.5% en áreas no endémicas y del 9% en 
áreas endémicas. Sin embargo, un porcentaje bajo de niños nacidos con infección connatal 
pueden tener algunos de los síntomas provocados por la enfermedad, como fiebre, 
agrandamiento del hígado, bazo y ganglios; en menor proporción desarrollan algunas formas 
graves cardiológicas o neurológicas. En menor medida la transmisión se puede dar por 
accidentes de laboratorio. 
La transmisión oral de T. cruzi es probablemente el mecanismo más frecuente de 
transmisión entre animales salvajes, como pequeños primates, que frecuentemente pueden 
ingerir insectos, en este caso triatominos infectados. Desde Chagas a la actualidad fueron 
varios los casos reportados, sin embargo el primer caso de Chagas agudo confirmado como 
transmisión oral fue en 1969 (Shaw, 1969). Desde esa fecha, cientos de casos agudos de 
transmisión oral fueron descriptos en la región de Amazona (Valente, 1999; Valente, 2009; 
Pinto, 2008) describió 233 casos causados por transmisión oral, donde la severidad de la 
enfermedad desarrollada es probablemente debido a los grandes inóculos de T. cruzi al ser 
transmitido por vía oral, donde el ingreso al organismo se produciría a nivel de la mucosa 
oral, esofágica, gástrica e intestinal. De hecho, la mortalidad en la fase aguda de la infección 
adquirida por vía oral es mayor que la asociada a otras vías de transmisión, siendo de entre 
8 y 35%, comparada con un 5-10% de la mortalidad asociada a la transmisión vectorial 
(Shikanai-Yasuda and Carvalho, 2012; Dias, 2006). 
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En los últimos años ha adquirido importancia la transmisión por vía oral debido al número 
creciente de casos en Brasil, Argentina, Colombia, Ecuador y Venezuela; transformándose en 
una vía de importancia emergente para la transmisión (Coura, 2015; Tosso A, 2011; Muñoz-
Calderon, 2013). 
3. Epidemiología y control 
La organización mundial de la salud estima que la enfermedad de Chagas afecta entre 6 a 7 
millones de personas en 21 países de Latinoamérica y 25 millones más están en riesgo de 
contraer la enfermedad (WHO, 2015). La enfermedad de Chagas, es una importante causa de 
cardiomiopatía en estos países y puede llegar a ser mortal en aquellos pacientes que desarrollan 
lesiones cardíacas graves, las que determinan la muerte en forma sincopal o por insuficiencia 
cardíaca progresiva. Se estima que 10-30% de todos los infectados adquieren cardiomiopatía 
chagásica crónica (CCC), lo que representa entre 1.6 a 5.4 millones de pacientes, de los cuales 
se estiman 20 mil muertes anuales en zonas endémicas de Latinoamérica (Teixeira, 2015). 
También pueden aparecer patologías gastrointestinales que afectan el aparato digestivo 
(megaesófago y megacolon) (Rassi and Marin-Neto, 2010) aunque ello ocurre muy raramente 
en la Argentina. Por otra parte, actualmente existen cuidados clínicos eficientes que, en un 
alto porcentaje, disminuyen la mortalidad. 
A pesar de la eficacia de ciertas medidas preventivas, como eliminar los insectos transmisores 
de la enfermedad, el Mal de Chagas sigue siendo un gran problema de salud en muchos países 
de América Latina (Dias, 2002). La enfermedad está asociada a la pobreza y a las malas 
condiciones de vivienda y se encuentra ampliamente difundida, principalmente en las áreas 
rurales de todo el continente latinoamericano y en los cinturones de pobreza alrededor de las 
grandes ciudades, donde las personas infectadas que migran buscando mejores oportunidades 
de trabajo no tienen posibilidad de acceder a una atención médica adecuada. Por otro lado, la 
enfermedad de Chagas coexiste con otras enfermedades que son más sintomáticas, razón por 
la cual frecuentemente pasa desapercibida. Más que cualquier otra enfermedad parasitaria, la 
enfermedad de Chagas se relaciona con la carencia de desarrollo económico y social, donde las 
personas conviven con el vector que puede transmitir el parásito a animales domésticos, 
peridomésticos y salvajes, así como a humanos que es el reservorio natural de T. cruzi (Coura 
and Borges-Pereira, 2010). Los logros obtenidos hasta la fecha han demostrado que las 
herramientas que se tienen son eficaces y económicamente abordables por los ministerios de 
salud de los países latinoamericanos para establecer programas de control que permitan 
eliminar algunas especies de vectores y evitar la transmisión por transfusión. El objetivo 
primario de un programa de control vectorial es eliminar todas las poblaciones de triatominos 
domésticos existentes e impedir el restablecimiento. En general el método principal 
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comprende el rociamiento de las viviendas con insecticidas de efecto residual y el 
mejoramiento de la vivienda rural.  
Por otro lado, en los últimos 30 años, la enfermedad de Chagas tuvo una expansión a nivel 
mundial, producto a las grandes oleadas migratorias de poblaciones latinoamericanas que, 
escapando de situaciones políticas o económicas desfavorables, o en búsqueda de nuevas 
oportunidades, se trasladaron hacia países del primer mundo (Belaunzarán, 2015). De esta 
manera tuvo lugar la migración de individuos infectados hacia áreas no endémicas, como es 
el caso de Estados Unidos, Europa, Australia (Gascon, 2010), y con la expansión de esta 
enfermedad desatendida a países del primer mundo, crecen las expectativas para el 
diagnóstico y tratamiento (Klein, 2012). 
Con el incremento en la migración de poblaciones, la posibilidad de transmisión por 
transfusión sanguínea ha llegado a ser sustancial en los Estados Unidos, donde viven 
aproximadamente 500.000 personas infectadas (Bern, 2011; Schmunis and Yadon, 2010). En 
relación a los bancos de sangre, se sabe que el riesgo de infección por T. cruzi al recibir sangre 
infectada en una transfusión es del 20% (Angheben, 2015). Por lo tanto, en los países de 
Latinoamérica existe una normativa oficial de los ministerios de salud con respecto al 
tamizaje serológico para identificar donantes infectados con T. cruzi, cuya cobertura, por 
razones de diversa índole, no es la ideal en todos los casos (Coura, 2015) .  
En Argentina, en los últimos 25 años ha habido una disminución del 10 al 2% en el número 
de infectados, debido a las campañas sanitarias que realizan los organismos especializados 
tanto nacionales como provinciales. La mayor difusión de las noticias referidas a la aparición 
del insecto no significa un aumento de la endemia, sino que reflejan un mayor conocimiento 
y preocupación de las autoridades sanitarias y del público en general, que están alertados 
contra esta infección.  
Si bien las medidas adoptadas tanto respecto al control vectorial como a la vigilancia de 
bancos de sangre han tenido un enorme impacto en la reducción de la transmisión del 
parásito, una diversidad de factores tales como: costos operativos para mantenimiento de los 
programas, diferencias en el comportamiento de distintas especies de vectores, existencia de 
reservorios animales, persistencia de parásitos en pacientes crónicamente infectados y 
carencia de terapéutica adecuada para el tratamiento de ciertos estadios de la infección, 
imposibilitan que estas medidas de control sean, por sí mismas, capaces de erradicar 
completamente la infección por T. cruzi. 
4. Ciclo de vida de T. cruzi 
T. cruzi es un protozoo de la clase Kinetoplastea perteneciente a la familia  Trypanosomatidae, 
posee un cuerpo alargado provisto de un flagelo y una membrana ondulante, estructuras que 
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le permiten su movilización dentro del torrente sanguíneo. Cuenta con una sola y gran 
mitocondria, cuyo material genético constituye la estructura denominada cinetoplasto (kDNA) 
(kDNA) y representa el 20% del total del ADN del parásito. 
Existen dos ciclos diferentes de transmisión de T. cruzi: el ciclo salvaje, relacionado con 
vertebrados salvajes; y el ciclo doméstico que involucra principalmente a humanos y animales 
domésticos. Ambos ciclos de transmisión se conectan por medio de insectos y vertebrados en 
común que migran de un entorno a otro por las modificaciones ambientales (Coura, 2009).  
T. cruzi es un parásito con un ciclo de vida cerrado que involucra vertebrados e invertebrados 
y que asume distintas morfologías y características bioquímicas durante su ciclo de vida (Bern, 
2011):  
 Amastigote: esférico u ovalado, es la forma reproductiva en el interior de las células 
mamíferas. 
 Epimastigote: alargado y con el cinetoplasto localizado anteriormente al núcleo, es la 
forma reproductiva en el tracto digestivo de los invertebrados y en medios de cultivo. 
 Tripomastigote: también alargado, pero con el cinetoplasto localizado posteriormente al 
núcleo. Se encuentra en la sangre de los mamíferos (en donde es el estadio infectante), así como 
también en las heces de los insectos.  Esta forma no se divide. 
T. cruzi comprende distintos linajes y morfologías, infectividad, virulencia y patogenicidad 
(Seco-Hidalgo, 2015).  
El parásito realiza su ciclo entre el vector y el huésped (Fig. 1): 
Etapas en el insecto: El ciclo se inicia cuando el insecto se alimenta de un huésped infectado, 
algunos tripomastigotes pasan a él junto con la sangre. En el intestino del insecto, se 
transforman en epimastigotes, la principal etapa reproductiva en el insecto. Después de la 
reproducción por mitosis, los epimastigotes pasan al recto y allí se diferencian en tripomastigotes 
metacíclicos y se evacúan a través de las heces, pudiendo infectar a un nuevo huésped durante 
la picadura. 
Etapas en el ser humano: Cuando un insecto hematófago infectado pica a un ser humano y 
defeca, los tripomastigotes metacíclicos que se encuentran en las heces, entran en el huésped a 
través de la herida o por membranas mucosas. En el citoplasma de las células nucleadas, los 
tripomastigotes se diferencian a amastigotes, los cuales entran en una segunda etapa reproductiva 
que duplica su número en aproximadamente 12 h por un periodo de 4 o 5 días.  Después de la 
reproducción, una gran cantidad de amastigotes se encuentran dentro de la célula infectada, 
formándose pseudoquistes. Luego de un número determinado de duplicaciones, se convierte 
de nuevo en tripomastigote, las células se lisan y se liberan al torrente sanguíneo. El 
tripomastigote vuelve a infectar otra célula repitiéndose el ciclo 1replicativo y quedar 
disponibles para infectar a un vector que se alimente del huésped (Bern, 2015). 
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Figura 1. Ciclo de vida de Tripanosoma cruzi (Bern, 2011). 
 
5. Fases de la enfermedad 
La enfermedad de Chagas presenta dos fases (Fig. 2). La primera etapa, luego de la 
transmisión de T. cruzi al huésped se denomina etapa aguda que se caracteriza por la 
presencia de tripomastigotes en sangre, microscópicamente detectables. Esta etapa puede ser 
asintomática o presentar síntomas inespecíficos que incluyen, fiebre, anorexia, linfadenopatía, 
hepatoesplenomegalia leve y miocarditis (Bern, 2011; Torreão, 2015). En algunos casos se 
puede presentar la formación de un nódulo cutáneo local en el sitio de inoculación llamado 
chagoma, o cuando el sitio de inoculación es la membrana mucosa conjuntival, el paciente 
puede desarrollar edema periorbital unilateral, conjuntivitis y linfadenitis preauricular, 
manifestaciones características que se refieren como signo de Romaña. La gran mayoría de 
las infecciones agudas nunca son detectadas. Solo el 1% de los caso puede presentar 
meningoencefalitis severas o miocarditis, principalmente cuando la infección es transmitida 
por vía oral (Shikanai-Yasuda and Carvalho, 2012). 
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Algunos casos agudos se resuelven en un período de dos a tres meses, producto del control 
de la replicación del parásito por la acción de la respuesta inmune (Rassi and Marin-Neto, 
2010). El individuo se mantiene asintomático durante años o décadas, constituyendo un 
reservorio importante de la parasitosis. 
La fase crónica es sintomática y puede aparecer en el 20 o 30 % de los casos, esto representa 
1.6 a 5.4 millones de pacientes en Latinoamérica (Teixeira, 2015). La enfermedad afecta al 
sistema digestivo, al sistema nervioso y al tejido muscular (cardiomiopatías). Infecciones 
crónicas dan como resultado desórdenes neurológicos, daño en el músculo cardíaco 
(miocardiopatía) y algunas veces dilatación del tracto digestivo (megacolon y megaesófago) 
así como también se puede presentar pérdida de peso y la consecuente desnutrición del paciente 
(Acquatella, 2007; de Oliveira, 1998). Después de pasar varios años en un estado asintomático, 
un 27% de aquellos infectados desarrollarán daños cardíacos, un 6% tendrán daños digestivos 
y un 3% presentarán trastornos del sistema nervioso periférico (Pinazo, 2010). Sin 
tratamiento, la enfermedad de Chagas puede ser mortal, por lo general, debido a la 
miocardiopatía que ocasiona.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Fases de la Enfermedad de Tripanosoma cruzi  (Junqueira et al., 2010) 
 
6. Diagnóstico  
Los criterios de diagnóstico son diferentes dependiendo de la etapa de la enfermedad en que 
se encuentre el individuo. Durante la fase aguda, la carga parasitaria es alta y la infección puede 
evidenciarse por el observación directa al microscopio en muestras de sangre fresca 
anticoagulada, o por tinción con GIEMSA de una gota gruesa (Frotis) y, si la parasitemia es 
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menos importante, se pueden emplear métodos de concentración como el microhematocrito 
o realizar hemocultivos en medios especializados. La reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) es una herramienta de diagnóstico muy sensible para la detección temprana, 
generalmente usada en esta etapa para el estudio antes de realizar un trasplante de órgano 
(Chin-Hong, 2011). 
Durante la etapa crónica los parásitos en sangre disminuyen (debido a su localización 
intracelular), y se detectan anticuerpos específicos, por lo que el diagnóstico se hace mediante 
el empleo de técnicas serológicas que demuestran la existencia de los mismos. Para confirmar 
la infección, al menos dos técnicas serológicas diferentes (basadas en distintos antígenos) 
deben ser positivas, ya que ningún test por si solo es suficientemente sensible y específico 
para ser utilizado individualmente (Tarleton, 2007). Las pruebas más utilizadas han sido: 
enzimoinmunoensayo (ELISA), hemaglutinación indirecta (HAI) e inmunofluorescencia 
indirecta (IFI), llamadas pruebas convencionales.   
En los últimos 15 años se ha observado un incremento en el uso de diversas técnicas para 
tratar de demostrar en forma precoz la remisión de la enfermedad. Una de ellas, cada vez 
más utilizada, tanto en investigación como herramienta de monitoreo de pacientes es la PCR. 
La sensibilidad de esta técnica en la etapa crónica es variable y depende de varios factores 
(Schijman, 2011), por lo que una PCR negativa no es prueba de que la infección esté ausente.  
7. Tratamiento 
La acción de las drogas actuales presentan severas limitaciones y la cura depende de la fase 
de la enfermedad, la edad del paciente, así como las condiciones fisiológicas y la 
susceptibilidad de la cepa de T. cruzi (Andrade, 2008). La gran variabilidad genética de la 
población del parásito y la existencia de cepas naturalmente resistentes a las drogas utilizadas 
para tratar la enfermedad es uno de los principales obstáculos (Villarreal, 2004; Seco-
Hidalgo, 2015). 
En la actualidad existen por lo menos dos medicamentos, nifurtimox y benznidazol, cuya 
acción es tripanocida, es decir, que destruye al parásito. Ambos requieren protocolos de 
tratamiento extensos y no siempre pueden realizarse en su totalidad debido a los serios 
efectos secundarios que obligan a la interrupción del tratamiento. Entre los más frecuentes 
se encuentran los problemas dermatológicos como urticaria o dermatitis, anorexia, nauseas, 
insomnio, linfoadenopatías, neuropatías (Pinazo, 2010; Jackson, 2010). En Argentina se 
recomienda el tratamiento con estos medicamentos durante la infección aguda, congénita, 
fase crónica en niños y adolescentes menores de 19 años, accidente de laboratorio o 
quirúrgico con material contaminado, además se sugiere tratar a los pacientes mayores de 19 
años y menores de 50 en fase crónica sin patología demostrada y con hallazgos de 
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cardiomiopatía incipiente (Laura Belaunzarán, 2015). En Norteamérica, en cambio el Nifurtiox 
y el Benznidazol han sido aprobados por el FDA (“Food and Drug Adminitration”) y sólo se 
pueden obtener del CDC (“Centers for Diseases Control and Prevention”) y usar bajo 
protocolos de investigación (Bern, 2015). La eficacia en los adultos y su papel en detener la 
progresión de la enfermedad siguen siendo tema de debate, sobre todo teniendo en cuenta sus 
serios efectos secundarios y el desarrollo de resistencia del parásito (Viotti, 2014). Con el fin 
de dilucidar este dilema hacia finales del 2015 finalizó un estudio denominado BENEFIT: 
Estudio de evaluación del benznidazol como tratamiento contra la tripanosomiasis. En este 
estudio aleatorizado doble ciego, la terapia tripanocida con benznidazol en pacientes con 
miocardiopatía chagásica establecida redujo significativamente la detección de parásitos en 
suero (dependiendo la ubicación geográfica), pero no redujo de manera significativa los 
episodios clínico cardíacos a los 5 años de seguimiento (Morillo, 2015).  
Por otro lado, existen también tratamientos de las patologías generadas por la infección que 
permiten al paciente chagásico llevar una vida normal, aumentando su sobrevida (Horizonte, 
2012; Pinazo, 2010). Sin embargo, la mayor limitación de estos tratamientos es que requieren 
largos tiempos de administración para ser efectivos, lo cual implica un alto costo. 
Sin bien el interés en el desarrollo de nuevos fármacos ha crecido en los últimos años, a 100 
años de su descubrimiento seguimos sin un tratamiento efectivo contra la infección por T. 
cruzi. Los efectos adversos, las limitaciones de la terapéutica y la resistencia emergente a las 
drogas actualmente disponibles en el mercado conllevan la necesidad urgente de encontrar 
nuevos agentes preventivos y/o paliativos contra esta enfermedad. Es por ello que se requiere 
del desarrollo de nuevas inmunoterapias generadas a partir de un mayor esclarecimiento de 
los mecanismos relacionados con invasión celular, la respuesta inmune y la patogénesis de la 
enfermedad. 
8. Respuesta Inmune  
El sistema inmune humano es capaz de reconocer patógenos para luego actuar con el fin de 
eliminarlos o neutralizarlos. Sin embargo la respuesta contra la infección por T. cruzi es 
inadecuada y solo provee una defensa parcial contra el mismo. 
Tanto la respuesta innata como la adaptativa celular son cruciales para el reconocimiento y 
control de patógenos intracelulares como T. cruzi. El hecho de que este patógeno establezca 
una infección crónica sugiere que también ha desarrollado potentes mecanismos de evasión del 
sistema inmune o su modulación.  
El mecanismo por medio del cual el sistema inmune reconoce y responde a nivel celular no 
ha sido completamente descifrado. Este organismo es genéticamente complejo a lo largo de su 
ciclo de vida y presenta cambios constantes en el perfil antigénico, lo que parece ser de 
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importancia para evadir o modular el sistema inmune del huésped (Tarleton, 2001; Cardoso, 
2016). El fracaso de la respuesta inmune del huésped se debe, aparentemente, a la actividad 
inmunosupresora del parásito. Para permanecer en los tejidos, además de disminuir la 
exposición por su multiplicación intracelular, ha generado diversos mecanismos que le 
permiten evadir la respuesta inmune. 
Durante la etapa aguda la activación de células NK y macrófagos con la liberación de óxido 
nítrico (ON) y enzimas lisozomales, son la primer acción para eliminar el parásito, sin 
embargo muchos logran sobrevivir dentro de las células fagocíticas y replicarse evadiendo la 
respuesta inmune (Taniwaki, 2011). Luego la infección evoluciona a una patología crónica, 
donde el principal mecanismo de defensa contra T. cruzi está mediado por células T y 
anticuerpos específicos (Marini, 2011). Tanto linfocitos CD4+ como CD8+ son necesarios 
para el control de la infección con una principal acción protectiva de LTh1 (Tarleton, 2000). 
Las citoquinas liberadas por los linfocitos T helper incrementan la actividad microbicida de 
los macrófagos, y los linfocitos citotóxicos destruyen las células infectadas por parásitos que 
son inaccesibles a los anticuerpos (Basso and Marini, 2014) (Fig. 3).   
 
 
Figura 3. Respuesta inmune contra T. cruzi (Andrade, 2014). 
 
T. cruzi es capaz de infectar un amplio rango de tipos celulares entre ellas, las de origen 
hematopoyético o con función de célula presentadora profesional. Luego de 12 a 18 h de la 
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invasión celular, T. cruzi escapa de la vacuola parasitófora y reside en el citoplasma de la célula 
hospedadora bajo la forma de amastigote replicativo. Estudios previos han demostrado que 
dentro del citoplasma se produce la liberación de proteínas por parte del parásito que son 
presentadas en la superficie celular asociadas a CMH clase I para el reconocimiento de las 
células T CD8+ (Rodrigues, 2007). Los subproductos de la degradación de T. cruzi en los 
fagolisosomas son llevados a la superficie celular para ser presentados a linfocitos T CD4+ en 
el contexto de las moléculas de CMH clase II. De esta manera son activados los LT 
responsables de la respuesta inmune efectora (Hoft, 2007). 
Se ha comprobado que luego de la infección por T. cruzi existe un retraso importante en la 
aparición de las células T CD8+, fundamentales al momento de montar una respuesta efectora 
contra microorganismos intracelulares. El tiempo exacto de aparición varía con la dosis y la 
vía de infección, pero puede llegar a ser hasta 10 ó 12 días post infección; lo que sugiere un 
importante mecanismo de evasión de la respuesta inmune por parte del parásito (Tarleton, 
2007). 
La resistencia a la infección por T. cruzi ha sido asociada a la producción de citoquinas 
proinflamatorias, IL-12 e IFN-γ y con la producción local de RANTES, MIP-1α, MIP-1β y 
MCP-1 (Rodrigues, 2012). Estas citoquinas activan la producción de ON por parte de 
macrófagos, que son responsables de la eliminación del parásito. TNF-α y GM-CSF han sido 
también asociados con la activación de macrófagos como una señal secundaria a la producción 
de ON. Otros investigadores sugieren que GM-CSF y TNF-α tienen un efecto tripanocida 
directo independiente de la liberación de óxido nítrico (Machado, 2008). Por otro lado, una 
de las claras misiones del parásito es la regulación negativa de IL-12 con la sobreexpresión 
de IL-10 y TGF- β (Sacks and Sher, 2002). Es así como la producción de citoquinas como IL-
4 y TGF-β están asociadas a la susceptibilidad parasitaria (Teixeira, 2015). 
T. cruzi, en la etapa aguda de la infección, disminuye la capacidad de las células dendríticas 
(CD) de estimular LT, disminuyendo la expresión de CMH clase II. Esta actividad sería 
dependiente de la cepa, pudiendo estar este fenómeno relacionado con la virulencia de la 
misma (Soto, 2003). Se describió además, que in vitro, los tripomastigotes inducirían un 
fenotipo regulatorio de CD dependiente de la expresión de IL-10 y TGF- β (Poncini, 2008). 
Diferentes estudios han demostrado la importancia de los anticuerpos para la sobrevida y la 
eliminación de parásito (Kierszenbaum and Howard, 1976; Krettli, 1976). Brener propuso que 
los anticuerpos tripanocidas generados durante la infección activa son el principal mecanismo 
efector para controlar la infección por T. cruzi tanto murina como humana (Brener, 1986). 
Por otro lado, se observó que los anticuerpos contra T. cruzi tienen la habilidad de inducir la 
lisis de parásitos in vitro (Galvao, 1993). A pesar de la importancia de estos anticuerpos 
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específicos, también se ha demostrado la existencia de anticuerpos con reducida reactividad 
contra el parásito (Garg and Tarleton, 2002; Bermejo, 2011). Se ha probado que T. cruzi 
induce in vivo activación policlonal linfocitaria que compromete todas las poblaciones 
linfoides periféricas, distrayendo la respuesta específica fenómeno que constituye uno de los 
principales obstáculos para la producción de una vacuna efectiva (Reina-San-Martín, 2000). 
La comprensión de los mecanismos inmunológicos capaces de frenar la sobrevida del 
parásito en el huésped es crítica para el desarrollo de una vacuna contra la enfermedad de 
Chagas. En resumen, diversos estudios sugieren que una respuesta efectiva contra T. cruzi 
requiere la presencia de citoquinas Th1, anticuerpos líticos, así como la actividad conjunta 
de macrófagos, LT colaboradores y citotóxicos, por lo tanto, las vacunas deberán estar 
diseñadas con el objetivo de estimular estas respuestas. 
9. Vacunas contra T. cruzi 
Actualmente está aceptado que la presencia del parásito en el tejido cardíaco es necesaria 
para iniciar y mantener la respuesta inflamatoria. Por lo tanto, los tratamientos terapéuticos 
o vacunas dirigidas a eliminar al T. cruzi podrían limitar o prevenir la progresión de la 
cardiomiopatía crónica chagásica (Bhatia and Garg, 2005; Sánchez-Valdez, 2014). 
La vacunación profiláctica o terapéutica, como alternativa a la quimioterapia, puede ofrecer 
importantes ventajas, ya que requiere un número limitado de dosis, mientras que la 
quimioterapia actual requiere la administración de drogas por tiempos prolongados y con 
alta toxicidad. Una vacuna podría ser implementada con mayor facilidad en zonas de difícil 
acceso, donde generalmente se encuentran los pacientes que padecen la enfermedad de 
Chagas. 
Por más de 60 años se han desarrollado distintas estrategias para la producción de una 
vacuna efectiva contra T. cruzi (Cazorla, 2009; Quijano-Hernandez and Dumonteil, 2011; 
Sánchez-Valdez, 2014). La primera generación de vacunas fue desarrollada con parásitos 
muertos o fracciones subcelulares (Pizzi, 1953; Konopka, 1964; Basombrio and Besuschio, 
1982). También se diseñaron vacunas de parásitos vivos atenuados por distintos métodos  
(Gonzales Cappa SM, 1968; Revelli, 1993; Garcia, 2000; Corral and Petray, 2000). Una 
segunda generación de vacunas empleó proteínas inmunogénicas de T. cruzi, tanto nativas 
como recombinantes. Se utilizaron proteínas secretorias de tripomastigotes, así como la 
proteína de membrana GP82, la transialidasa o la proteína de superficie de amastigotes 
(Yoshida, 1993; Santori, 1996; S Araújo, 2005; Hoft, 2007) con variados resultados. En 
nuestro laboratorio se ha evaluado la vacunación de ratones con Cruzipaína (Cz) tanto nativa 
como recombinante con el uso de distintos adyuvantes, estimulando células inmunes y 
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generando así promisorias respuestas protectivas contra T. cruzi (Frank, 2003, 2008; Cazorla, 
2008). 
La fortaleza de la respuesta inmune generada está relacionada con la activación de células 
presentadoras de antígenos (CPA) durante la infección por T. cruzi, por lo que las vacunas 
deben incorporar moléculas inmunoactivadoras específicas. 
9.1. Vacunas a ADN 
Con el desarrollo de nuevas tecnologías, en los últimos años comenzó el estudio de vacunas 
denominadas de tercera generación, basadas en ADN plasmídico codificando el antígeno de 
interés, bajo la expresión de un promotor eucariota. El ADN es inoculado, generalmente, por 
vía intramuscular donde es captado por células dendríticas allí presentes. La cantidad de 
plásmido internalizado in vivo ha sido estimado en el rango de un picogramo, luego de la 
inyección en el músculo de un ratón (Wolff, 1990). El antígeno codificado se expresará y será 
presentado a células T, desencadenando una respuesta inmunológica en el contexto CMH I y 
II (por presentación cruzada) y, por otro lado, el antígeno puede ser secretado y así estimular 
la producción de anticuerpos. Otras ventajas adicionales del uso de vacunas a ADN son la 
reducción en la toxicidad, mayor eficacia previniendo complicaciones cardíacas y el hecho de 
no requerir condiciones especiales para el traslado de las mismas, lo que constituye un 
requisito de gran interés para la búsqueda de una vacuna, teniendo en cuenta que la 
enfermedad es endémica en zonas de gran pobreza y difícil acceso. 
Varios grupos realizaron inmunizaciones con ADN codificando una gran variedad de 
antígenos, y si bien se han obtenido fuerte respuestas con orientación Th1 ninguna por sí sola 
fue capaz de bloquear la infección. Éste es el caso de inmunizaciones realizadas con genes de 
ASP-1, ASP-2 y TSA-1, genes de la familia de transialidasa (Garg and Tarleton, 2002; 
Quijano-Hernández, 2013). Otros grupos evaluaron la administración α-galactosylceramida 
junto a genes de transialidasa, reduciendo la parasitemia y observándose incrementada la 
sobrevida de los animales (Miyahira, 2005). Por otro lado Bathia y Garg, vacunaron ratones 
C57BL/6 con tres dosis de ADN plasmídico codificando lo antígenos TcG1, TcG2 y TcG4 
que están expresados en la superficie de la membrana del parásito, logrando controlar en más 
del 50% la carga parasitaria en los tejidos, así como las inflamaciones cardíacas (Bhatia and 
Garg, 2008). Otros grupos han evaluado la administración del gen de Cz, un antígeno 
inmunogénico que ha mostrado protección como proteína recombinante o como vacuna ADN, 
mostrando una respuesta citóxica capaz de reconocer y lisar células infectadas por T. cruzi 
(Schnapp, 2002; Cazorla, 2008). 
Como una ventaja adicional, la respuesta generada mediante el uso de vacunas de ADN puede 
ser exacerbada o modulada por la coadministración de diversas citoquinas o adyuvantes. Así, 
Garg (Garg and Tarleton, 2002) logró incrementar la respuesta citotóxica generada frente a 
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transialidasa, mediante el uso de GM-CSF e IL-12. Como estrategias complementarias se 
han evaluado ensayos heterólogos de prime boost, combinando inmunizaciones con ADN y la 
proteína de uno o varios antígenos determinados (Cazorla, 2015; Matos, 2014). 
9.2. ADN administrado mediante bacterias atenuadas 
Una de las principales desventajas de las vacunas de ADN es que la eficiencia de 
transfección del plásmido desnudo in vivo es baja, por lo que la cantidad disponible para la 
expresión génica es muy baja y se requiere la administración de altas dosis de plásmido, el 
que además se degrada muy fácilmente. Esto llevó a analizar el uso de microorganismos vivos 
atenuados como sistema de transporte in vivo de vacunas a ADN (DNA-delivery system). Entre 
las principales ventajas de este sistema se destaca el hecho de que la vacuna puede ser 
administrada por vía de mucosas, imitando la vía de entrada natural de muchos agentes 
infecciosos, además se facilita la captura del antígeno por células inmunes especializadas, 
iniciando así una respuesta inmune humoral y celular, tanto a nivel local como sistémico. 
Una ventaja adicional es que son de sencilla manipulación genética y resultan fáciles de 
cultivar en el laboratorio, lo que implica aun menores costos de producción. 
El uso de bacterias vivas atenuadas, como sistema de delivery de ADN, permite dirigir el 
ADN específicamente hacia las CPA. Además, los componentes de la pared bacteriana, así 
como las secuencias de ADN no metiladas conteniendo motivos CpG, actúan como 
adyuvantes naturales a través de la activación de receptores de reconocimiento de PAMPs 
presentes en las CPA, e inducen la secreción de citoquinas como TNF-α, IFN-γ, IL-2, y otros 
mediadores proinflamatorios como el ON, que incrementan la respuesta inmune innata, y 
crean un ambiente favorable para la presentación antigénica (Beyer, 2001; Garmory, 2002; 
Dietrich, 2003).   
Distintas bacterias, como Salmonella, Shigella y Listeria, han sido atenuadas y evaluadas 
como sistema de transporte de vacuna a ADN. Estas bacterias han sido atenuadas mediante 
la deleción de genes esenciales. Las mutantes, que requieren metabolitos que no están 
disponibles en los tejidos de mamíferos, tienen una capacidad reducida para crecer in vivo y 
por lo tanto son candidatos promisorios para usar como transportadores de vacunas. En 
ausencia de los metabolitos esenciales, la cepa mutante se lisa dentro de la célula eucariota y 
libera el plásmido. La atenuación no sólo es necesaria para el uso seguro de la bacteria en 
vacunas sino también para el eficiente delivery del ADN. En este sentido Salmonella es ideal 
por su fácil manipulación, transporte, administración, así como por su función como 
adyuvante natural. En nuestro laboratorio se utilizó la inmunización oral con Salmonella 
como delivery de Cz y Tc52 como vacuna protectiva. Los ratones inmunizados mostraron una 
importante disminución de la parasitemia e incremento de la sobrevida, además de una 
Introducción 
 
 
16 
disminución del daño tisular en la fase crónica de la infección por T. cruzi (Cazorla, 2008; 
Teixeira, 2015; Matos, 2014). 
9.3. Vacunas terapéuticas  
Las vacunas terapéuticas dirigidas a reforzar la respuesta inmune de los hospedadores 
infectados, representan una novedosa y atractiva alternativa a la quimioterapia contra la 
enfermedad de Chagas (Autran, 2004).   
La mayor ventaja de las vacunas terapéuticas son los cortos tiempos de administración y la 
posibilidad de inducir múltiples mecanismos efectores contra el patógeno, lo que permite una 
mayor eficacia y menor posibilidad a desarrollar resistencia (Cazorla, 2009).  
Muchas vacunas efectivas para la inmunoprotección de diferentes enfermedades fueron 
evaluadas como inmunoterapéuticas, como es el caso de glicoproteínas de HIV-1 o la 
combinación con quimioterapia contra la schistosomiasis donde la infección crónica y su 
patología asociada se vio controlada en ratones que recibieron el tratamiento químico y la 
inmunización con ADN; o con Mycobacterium tuberculosis o Leishmania major incluso llegando 
a eliminar la acción microbiana (Lowrie, 1999; Dupré, 1999; Boyer, 1997; Handman, 2000). 
En el caso particular de T. cruzi, la mayoría de los antígenos evaluados como vacunas 
terapéuticas de ADN pertenecen a la familia de la transialidasa, como TSA-1, TS, ASP-2, Tc52 
o Tc24 que lograron reducir la severidad de la enfermedad en ratones infectados con una dosis 
letal de T. cruzi (Duthie, 2007; Dumonteil, 2004; Sanchez-Burgos, 2007; Rigato, 2011; 
Eickhoff, 2011; Nogueira, 2013). La eficacia de estas vacunas terapéuticas de ADN confirman 
nuevamente, que la estimulación de la respuesta inmune contra T. cruzi,  limita la progresión 
de la enfermedad más que exacerbar la inflamación y el daño tisular (Zapata-Estrella, 2006). 
Adicionalmente, se demostró que el tratamiento con vacunas de ADN estimula la respuesta 
inmune y disminuye la progresión de la enfermedad de Chagas en perros infectados con T. 
cruzi, moderando los efectos de la infección, pero no evitando la enfermedad (Quijano-
Hernandez and Dumonteil, 2011; Aparicio-Burgos, 2015). 
Estos estudios muestran que el uso de vacunas terapéuticas puede reducir el riesgo de 
desarrollar ciertas patologías, estimulando la respuesta inmune en hospedadores infectados 
con el fin de controlar una infección preestablecida.   
10. Proteínas de T. cruzi.  
Uno de los pasos esenciales en la búsqueda de una vacuna contra T. cruzi es la identificación 
de antígenos blanco, capaces de desencadenar una respuesta inmune protectiva frente a la 
infección. La habilidad de los antígenos de generar una respuesta inmune contra T. cruzi no 
está necesariamente asociada con la capacidad de inducir protección, por lo que son necesarios 
estudios meticulosos para optimizar las estrategias terapéuticas.  
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10.1. Cruzipaína, la principal cisteín proteasa de T. cruzi  
Cruzipaína (Cz) es la principal cisteín proteinasa de T. cruzi, una glicoproteína presente en 
las diferentes formas del parásito. La enzima es un antígeno immunodominante reconocido 
en suero de pacientes con enfermedad crónica. Cz se encuentra involucrada en los 
mecanismos de evasión del parásito contra la respuesta inmune del hospedador, hidrolizando 
las fracciones Fc de los anticuerpos (Bontempi and Cazzulo, 1990) y participando en la 
penetración de los tripomastigotes a las células de mamífero (Souto-Padrón, 1990). Con el 
uso de distintos inhibidores se ha probado la importancia de Cz en los distintos pasos de 
diferenciación del parásito a lo largo de su ciclo de vida (Franke De Cazzulo, 1994).  
Cz está formada por dos dominios: uno catalítico, N-terminal homólogo a la catepsina L y 
un dominio C-terminal con un 38% de identidad con las cisteín proteinasas tipo I de otros 
protozoos (Hellman, 1991). Esta proteína es sintetizada como un zimógeno que es activado 
por clivajes del predominio N-terminal para generar la proteína madura (Eakin, 1993).  
Cz se encuentra codificada por un gran número de genes (más de 130 en la cadena Tul 2) 
ubicados en tándem en varios cromosomas (Eakin, 1993). La familia de genes multicopia de 
Cz incluye secuencias polimórficas, y la expresión simultánea de distintos genes resulta en la 
producción de una mezcla compleja de isoformas (Campetella, 1992). 
Diferentes clones de parásitos en todos sus estadíos de desarrollo expresan Cz en forma 
nativa como una mezcla compleja de isoformas. Sin embargo tiene distintas localizaciones 
para llevar a cabo diferentes funciones en cada estadío. En los epimastigotes, está localizada 
en organelas tipo lisosomas designadas como reservosomas y en este estadio muestra su 
mayor nivel de expresión. En los tripomastigotes, está localizada en un bolsillo flagelar y en 
los amastigotes intracelulares se desplaza a la superficie celular, donde probablemente 
ejercería su función en el citoplasma de la célula huésped. 
Como mencionamos anteriormente, Cz parece ser importante para la supervivencia del 
parásito, su crecimiento y diferenciación celular (Bontempi and Cazzulo, 1990; Dos Reis, 
2006). Por lo tanto constituye un blanco del sistema inmune a la largo de todas las fases de 
la infección de T. cruzi (Scharfstein, 1986; Souto-Padrón, 1990). Esto la postula además, 
como un blanco útil para la generación una vacuna efectiva frente al parásito.  
10.2. Chagasina, inhibidor reversible de Cruzipaína 
Chagasina (Chg) es una proteína de T. cruzi, recientemente caracterizada como un inhibidor 
reversible de cisteín proteasas. Es una pequeña proteína de 12 kDa que está presente en todos 
los estadíos de desarrollo del parásito, estando en mayores niveles en tripomastigotes que en 
epimastigotes (Monteiro, 2001). 
La virulencia y morfogénesis del parásito dependen de la actividad endógena de las cisteín 
proteinasas lisosomales de la familia de Cz. Los estudios estructurales muestran que Chg y 
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Cz colocalizan en el  complejo de Golgi y en los reservosomas, así como en la superficie de 
amastigotes, mientras que Chg libre fue encontrada en pequeñas vesículas intracelulares, 
sugiriendo que Chg intersecta el camino de Cz (Santos, 2005). Considerando que el 
procesamiento del zimógeno de Cz ocurre en el Golgi, se sugiere que Chg se asocia a la cistein 
proteasa nativa en este compartimiento; sin embargo la proporción de Cz es mayor, por lo que 
solo una pequeña cantidad se encuentra unida formando el complejo Cz-Chg. Incluso esta 
asociación puede estar relacionada con la prevención de la autocatálisis de Cz. 
Los niveles de expresión de Cz y Chg son variables, pero el porcentaje molar generalmente 
es estable (50:1) en la mayoría de cepas, con excepción de la cepa G (5:1), que es pobremente 
infectiva. En el mismo sentido se observó que parásitos sobreexpresando Chg presentan 
alteraciones en tres parámetros biológicos asociados a Cz: diferenciación de epimastigotes a 
tripomastigotes metacíclicos (metaciclogénesis), susceptibilidad de epimastigotes a los efectos 
tóxicos de inhibidores sintéticos, así como la capacidad de infección de los tripomastigotes 
(Lima, 2001). 
Chg regula la actividad endógena de cisteín proteasas, modulando indirectamente las 
funciones fotolíticas que son esenciales para la diferenciación de los parásitos y la invasión de 
células de mamíferos. La Chg recombinante (rChg) interfiere drásticamente en la invasión de 
células de mamíferos. Consistente con esto, diferencias en la concentración de Chg, se ven 
reflejadas en la actividad de cisteín proteasas solubles, pero no así la enzima asociada a la 
superficie de tripomastigotes, modulando su infectividad (Parussini, 1998).  
Esta regulación endógena de Cz por parte de Chg influencia importantes aspectos de la 
biología de T. cruzi, como la morfogénesis, sensibilidad a inhibidores sintéticos y la 
infectividad del parásito (Monteiro, 2001). Por lo que constituye un antígeno de interés para 
evaluar una terapia contra T. cruzi. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                    Objetivos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Objetivos 
 
 
20 
Objetivos  
El objetivo general de este trabajo de Tesis es desarrollar nuevas estrategias terapéuticas 
contra la infección por T. cruzi capaces de reducir o eliminar la carga parasitaria en el huésped 
infectado, evitando así la progresión hacia la enfermedad de Chagas. 
 
Son Objetivos Específicos de esta Tesis: 
 
1- Analizar la capacidad inmunoterapéutica de plásmidos desnudos codificando para los 
ADNs de Cz y de GM-CSF administrados por vía intramuscular durante la fase aguda de 
la infección por T. cruzi. 
2- Evaluar si los plásmidos codificando para Cz y GM-CSF al ser transportados por una cepa 
atenuada de Salmonella administrados por vía oral, mejoran la capacidad 
inmunoterapéutica. 
3- Estudiar el éxito de las diferentes estrategias empleadas, analizando la respuesta inmune 
generada en cuanto a título e isotipo de anticuerpos en suero, como así también la 
respuesta inmune celular. 
4- Analizar tejidos y órganos blancos de la infección parasitaria con el objeto de identificar 
las estrategias capaces de frenar la aparición de daño tisular. 
5- Teniendo presente la falta de un tratamiento efectivo durante la fase crónica de la infección 
por T. cruzi, evaluar la capacidad terapéutica de Cz al ser administrada por ambas vías 
durante etapas avanzadas de la infección. 
6- Evaluar la actividad de las proteínas recombinantes Cz y sus dominios N-terminal y C-
terminal de Cz en presencia de rChg, inhibidor reversible de cisteín proteasas. 
7- Estudiar si Chg y Cz participan en la modulación ejercida por el parásito en la 
funcionalidad de células presentadoras de antígenos tales como macrófagos y células 
dendríticas.   
8- Analizar la capacidad inmunoterapéutica de la coadministración de los ADNs de Cz y Chg 
frente a la infección tanto aguda como crónica.  
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1. Parásitos 
1.1. Epimastigotes de T. cruzi 
Se cultivaron epimastigotes de T. cruzi de la cepa RA en medio bifásico, como se describió 
anteriormente (Chiari and Camargo, 1984). Los parásitos se cosecharon durante la fase de 
crecimiento exponencial, se centrifugaron a 5000 g durante 15 min y posteriormente se 
lavaron tres veces con PBS (buffer fosfato salino, 0.15 M NaCl, 0.01 M Fosfatos, pH 7.2). Los 
epimastigotes se utilizaron como fuente para la obtención de antígenos solubles y la extracción 
de ADN. 
1.2. Tripomastigotes de T. cruzi 
 Los tripomastigotes sanguíneos de T. cruzi de la cepa RA fueron aislados de sangre de 
ratones infectados en fase aguda en el pico de parasitemia. Para mantener los parásitos, se 
realizaron pasajes semanalmente en ratones machos de cepa exocriada CF1 de 21 días de edad 
a los cuales se les inoculó 100.000 tripomastigotes por vía intraperitoneal. Luego de 15 días 
de infección se les extrajo sangre por punción intracardíaca en presencia de heparina. La 
sangre heparinizada se centrifugó a 400 g 5 min y posteriormente se la incubó 1 h a 37 ºC. 
Luego se tomó el sobrenadante conteniendo los parásitos.   
2. Extracto antigénico de T. cruzi (F105) 
Para contar con una fracción antigénica conteniendo numerosos antígenos, se preparó F105. 
Para ello, se centrifugaron epimastigotes de T. cruzi 15 min a 5000 g. El pellet obtenido fue 
resuspendido al 38% en una solución (0.25 M sacarosa) conteniendo inhibidores de proteasas 
(5 mM KCl, 2 mM PMSF, 5 M E-64, 5 M leupeptina, 5 M pepstatina y 5 M TLCK). La 
suspensión de epimastigotes se sometió a tres ciclos de congelado-descongelado y luego se la 
sonicó empleando 4 ciclos de 30 seg en hielo. Al homogenato obtenido se lo centrifugó a 
105.000 g durante 1 h a 4 ºC, obteniéndose una fracción soluble denominada F105. Se verificó 
la presencia de las diferentes bandas proteicas que componen al antígeno complejo F105 
mediante SDS-PAGE al 10%. La determinación de la concentración proteica total se realizó 
por el método de Bradford, usando Seroalbúmina Bovina como Estándar (BSA) (BIO-RAD, 
Protein Assay). 
3. Proteínas recombinantes 
3.1. Chagasina 
3.1.1. Clonado de la proteína en células procariotas 
El ADN de epimastigotes de T. cruzi fue purificado usando el kit de extracción de ADN 
QIAgen, Valencia, CA y cuantificado con NanoDrop (Thermofisher). Este ADN fue utilizado 
como templado para la amplificación de Chagasina (Chg) usando los siguientes primers: 
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                                 Fw 5´ gtcatgcatatgggtgcttgtgggtcgaag 3´  
            Rev 5’gtcatggaattctcagtggtggtggtggtggtgcgcgctctccg gcacgttg 3’. 
La reacción de PCR se realizó utilizando una ADN polimerasa “Platinum Taq DNA 
Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA)” a una temperatura de annealing de 56 °C. El 
fragmento de 333 pares de bases fue visualizado en un gel de agarosa al 1% de donde se cortó 
la banda correspondiente para su purificación a partir del gel utilizando QIAquick Gel 
Extraction Kit (Quiagen). 
Luego se realizó la digestión del ADN amplificado con las enzimas de restricción Nde I y 
Hind III, contenidas en la secuencia amplificada y posteriormente este producto de digestión 
fue ligado ON a 4 ºC, al plásmido PET23a (previamente digerido y purificado) en presencia 
de la enzima ligasa (Promega, Madison, WI, USA). Luego de la transformación de células 
competentes E. coli DH-5α con dichas ligaciones, se seleccionaron los clones positivos en 
placas con medio de LB-ampicilina (100 µg/ml). Se purificó el ADN con el Kit de QIAgen 
(miniprep) y se confirmó la presencia del inserto de interés mediante digestión con las 
enzimas de restricción correspondientes y por PCR. 
3.1.2. Expresión en células procariotas 
La secuencia de Chg previamente ligada al plásmido pET23a fue utilizada para transformar 
células competentes E. coli BL21. 
Las bacterias competentes, ya sean E. coli DH5α o BL21, fueron preparadas por el método 
de cloruro de calcio. Brevemente, se realizó un cultivo de 10 ml en medio LB de las bacterias 
hasta una DO600 de 0.7, se centrifugó 5 min a 2000 g, el pellet se resuspendió en 10 ml de 
CaCl2 0.1 M estéril a 4 ºC y se incubó 30 min en hielo. Luego se centrifugaron las bacterias y 
se resuspendieron en 1 ml de CaCl2 0.1 M, 10% glicerol estéril quedando listas para su uso 
inmediato o preservadas en nitrógeno. Estas bacterias fueron luego transformadas con el 
ADN correspondiente y plaqueadas en medio con ampicilina para su selección. 
Las bacterias BL21 transformadas fueron crecidas en medio LB a 37 ºC hasta una 
DO600 de 0.6. La expresión de rChg fue inducida con la adición de isopropil-L-tiol-β-D-
galactósido (IPTG) 1 mM durante toda la noche a 20 ºC. Las bacterias fueron cosechadas 
posteriormente por centrifugación a 4000 g 20 min, y resuspendidas en buffer lisis con 
imidazol 10 mM, pH 8. Dado que a la proteína se le incorporó una cola de histidinas, la 
purificación se llevó a cabo por cromatografía usando resinas de Ni+2-NTA bajo condiciones 
nativas con concentraciones crecientes de imidazol. La proteína fue luego dializada en PBS 
Glicerol 10% y conservadas a -80 ºC.   
Se removieron las endotoxinas usando columnas de polimixina B unida a agarosa (Sigma, 
St Louis, MO). La concentración final fue determinada por Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA), 
Materiales y métodos 
 
 
24 
utilizando albumina bovina (Sigma) como standard. La pureza e identidad de Chg fue 
estudiada por SDS-PAGE y Western Blott (WB) revelado con anticuerpo monoclonal anti-
His. 
3.1.3. Clonado y Expresión en células eucariotas 
Para clonar y expresar Chg en células eucariotas, a partir del ADN se sintetizó por PCR, 
con un par de primers conteniendo los sitios de corte para las enzimas de restricción, la 
secuencia Kozak, el codón ATG necesarios para una correcta transcripción, y el codón TCA 
de terminación.  
El fragmento resultante fue digerido con las enzimas EcoR I y BamH I y ligado al plásmido 
pcDNA3.1 (+) (Invitrogen, Life Technologies), digerido con las mismas enzimas. Luego de 
la transformación de células competentes E. coli DH-5α con dicho vector, se seleccionaron 
los clones positivos en placas con medio LB-ampicilina. Se purificó el ADN con el Kit de 
QIAgen (miniprep) y se confirmó la presencia del inserto de interés mediante digestión con 
las enzimas de restricción correspondientes y posterior secuenciación.  
La construcción pcDNA3.1-Chg se usó para transformar Salmonella entérica serovar 
Typhimurium atenuada AroA, (S. typhimurium 2337-65 derivative hisG46, DEL407 
[aroA::Tn105Tc-s6] (Hoiseth and Stocker, 1981), previamente hechas competentes por la 
técnica de CaCl2 descripta previamente. Salmonella fue cultivada (como se describe más 
adelante) y utilizada como sistema de vehiculización (“delivery system") del ADN de las 
proteínas. 
3.2. Cruzipaína  
3.2.1. Obtención y purificación del plásmido para su expresión en células eucariotas 
En nuestro laboratorio disponíamos de la construcción génica codificante para Cruzipaína 
(Cz): pCDNA3.1-Cz (así como también pCDNA-GM-CSF, que se utilizaría como adyuvante), 
(Cazorla, 2008b). Con el fin de obtener las construcciones en cantidades adecuadas para los 
ensayos posteriormente descriptos, se transformaron células competentes E. coli XL2-Blue, 
las cuales se cultivaron en grandes cantidades a 37 ºC con agitación constante en medio LB 
conteniendo 100 g/ml de ampicilina hasta una DO600: 0.6-0.8. Se centrifugaron 
posteriormente las bacterias a 6000 g 4 ºC durante 15 min. A partir de los pellets obtenidos 
se realizó la purificación de las construcciones plasmídicas empleando el kit de Qiagen 
(Plasmid Mega Kit). Luego de la elusión y posterior precipitación con isopropanol, el 
plásmido purificado se resuspendió en Buffer TE y se conservó a -20 ºC. 
Para verificar el estado y la calidad de purificación se tomaron diferentes muestras durante 
todo el procedimiento y se analizaron en un gel de agarosa 0.8%. La concentración final se 
determinó con NanoDrop (Thermo Scientific). 
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3.2.2. Expresión de Cz recombinante y sus dominios en bacterias 
Para la expresión de las proteínas recombinantes se utilizaron las bacterias E. coli BL21 
(DE3) transformadas con el plásmido pET-23a conteniendo el gen codificante para Cz 
recombinante (rCz) o sus dominios N- o C-Terminal (NCz o CCz), construido previamente 
en nuestro laboratorio (Cazorla, 2010). Las bacterias transformadas se cultivaron en agitación 
a 37 ºC hasta alcanzar una DO600: 0.7. Luego se indujo la expresión de rCz, NCz y CCz con 1 
mM de IPTG durante 4 h a 37 ºC. Las bacterias fueron cosechadas por centrifugación a 4000 
g 30 min. 
Posteriormente, los pellet bacterianos se lisaron en condiciones desnaturalizantes. Para ello, 
se resuspendió cada gramo de bacterias en 5 ml de buffer lisis (Urea 8 M, pH 8) con o sin 
inhibidores de proteasas (1 mM PMSF, 1 μM E-64), dependiendo el uso de las proteínas. Se 
incubaron durante 60 min a temperatura ambiente. Finalmente, se centrifugaron a 10.000 g 
20 min para eliminar restos celulares.  
A partir del sobrenadante obtenido se purificaron las proteínas por cromatografía de 
afinidad usando columnas de Ni2+-NTA Sepharosa. Para ello, se incubó el lisado durante 1 h 
con la resina de Ni2+-NTA, previamente equilibrada en el mismo buffer. Se realizaron lavados 
de la columna en buffer lisis pH 6.3, y luego se eluyeron al punto isoeléctrico de cada proteína 
(Cz: pH 5.3, NCz: 4.5, CCz: 5.1). Las proteínas, luego de su purificación, fueron neutralizadas 
con el agregado de 1 M Tris pH 7. Al igual que para el caso de Chg, se removieron las 
endotoxinas y para verificar la pureza se realizó un SDS-PAGE al 10% de las muestras 
intermedias y finales del proceso de purificación. 
Las proteínas recombinantes fueron plegadas por diálisis exhaustiva en PBS/glicerol al 
10%. Finalmente las muestras fueron incubadas sobre polietilenglicol (PEG) para 
concentrarlas y la concentración de las mismas fue determinada empleando el método de 
Bradford. Las proteínas fueron conservadas a -80 ºC hasta su utilización. 
4. Cultivo de Salmonella 
A partir de las Salmonellas transfectadas con los distintos plásmidos a ser utilizados para los 
tratamientos, SCz, SChg, así como los adyuvantes y controles: SGM-CSF y SAroA (sin 
inserto), se realizaron los cultivos como se describió previamente (Cazorla, 2008a). 
Brevemente, antes de cada ensayo se realizaron curvas de calibración para estimar el volumen 
de cultivo bacteriano necesario para inocular 1x109 UFC a los ratones. Para ello, se realizaron 
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recuentos de colonias en placas de BHI Agar de diluciones seriadas de los cultivos bacterianos 
(Fig. 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Crecimiento y recuento bacteriano. Para determinar las unidades de colonias 
formadas por ml (UFC/ml) se hicieron diluciones seriadas del cultivo de Salmonella a una 
DO de 0.6 nm. Luego, 100 μl de cada dilución se extendieron en una placa de BHI-agar, se 
incubaron durante la noche a 37 °C, se contaron las colonias y se multiplicó por el factor de 
dilución para calcular las UFC/ml. 
 
Una vez calculados los volúmenes necesarios para la inmunización con 109 CFU de cada 
Salmonella se realizaron los cultivos en infusión cerebro- corazón (BHI) líquido a 37 ºC y 80 
rpm hasta una DO600 0.6-0.8. Las bacterias fueron centrifugadas y resuspendidas en buffer de 
inmunización (a razón de 20 µl por ratón). Este volumen fue administrado por vía oral en 
ratones deprivados de agua durante 2 h. 
5. Desafío e inmunización 
Los estudios inmunoterapéuticos fueron realizados en ratones hembras C3H/HeN de 6-8 
semanas de edad, provenientes del bioterio del Departamento de Microbiología, Parasitología 
e Inmunología de la Facultad de Medicina, UBA y mantenidos bajo condiciones estándar.  
5.1. Inmunización con el ADN desnudo codificante de los antígenos 
Para el tratamiento en fase aguda, se infectaron lotes de 35 ratones con una dosis letal de 
500 tripomastigotes sanguíneos de la cepa RA. A los 0 y 10 días post infección (dpi) los 
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animales pertenecientes a diferentes grupos (7 ratones por grupo) recibieron 
intramuscularmente en los cuádriceps 100 µg de:  
- dControl: plásmido pCDNA3.1 sin inserto. 
- dGM-CSF: plásmido pCDNA3.1 conteniendo el gen de GM-CSF.  
- dCz: plásmido pCDNA3.1 conteniendo el gen de Cz. 
- dCz+dGM-CSF: plásmido pCDNA3.1 conteniendo el gen de Cz junto al gen de GM-
CSF.  
El esquema evaluado para el tratamiento en fase aguda de muestra en la figura 5: 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5. Tratamiento en Fase Aguda con ADN desnudo. Se administraron 2 dosis de ADN 
desnudo a los días 0 y 10 pi. Se tomaron muestras a los 35 y 100 dpi. Fueron sacrificados a 
los 100 dpi. 
 
 
Paralelamente, para el tratamiento en fase crónica, se infectaron lotes de 21 ratones 
C3H/HeN hembras con una dosis subletal de 50 tripomastigotes.  Este lote recibió dos dosis 
intramusculares de 100 µg de cada tratamiento a los 3 meses y a 100 dpi, es decir una vez que 
la enfermedad crónica ya está establecida, siguiendo el siguiente esquema (Fig. 6): 
 
Fig. 6. Tratamiento en Fase Crónica con ADN desnudo. Se administraron 2 dosis de 
ADN desnudo a los días 90 y 100 pi. Se tomaron muestras de los ratones al momento del 
sacrificio, a los 100 dpi. 
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Los grupos evaluados en este caso fueron: 
- dControl: plásmido sin inserto. 
- dCz: plásmido pCDNA3.1 conteniendo el gen de Cz. 
- dCz+dGM-CSF: plásmido conteniendo el gen de Cz junto al de GM-CSF. 
5.2. ADN Transportado por Salmonella 
Por otro lado, lotes de 35 ratones infectados con una dosis subletal de 50 o letal de 500 
tripomastigotes sanguíneos de la cepa RA, recibieron tratamiento mediante la administración 
de los plásmidos transportados por Salmonella entérica serovar Typhimurium atenuada (aroA). 
En el tratamiento durante la fase aguda con Cz, se administraron por vía oral 109 
UFC/dosis/ratón de Salmonella (S) transformadas con los mismos plásmidos empleados en 
los ensayos con ADN desnudo:  
- SControl: Salmonella sin inserto 
- SGM-CSF: Salmonella transportando el plásmido de GM-CSF. 
- SCz: Salmonella transportando el plásmido de Cz. 
- SCz+SGM-CSF: Salmonella transportando el plásmido de Cz más Salmonella 
transportando el plásmido de GM-CSF. 
Para el caso del tratamiento con Cz se siguió el mismo esquema que el realizado con ADN 
desnudo (Fig. 5).  
Al igual que en el caso de ADN desnudo evaluamos el tratamiento durante la fase crónica 
con Cz (Fig. 6), para ello se infectaron lotes de 21 ratones C3H/HeN hembras con una dosis 
subletal de 50 tripomastigotes y 3 meses después se trataron con 2 dosis por vía oral de 109 
UFC/dosis/ratón de Salmonella (S) transformadas con los mismos plásmidos detallados 
previamente:  
- SControl: Salmonella sin inserto 
- SCz: Salmonella transportando el gen de Cz. 
- SCz+SGM-CSF: Salmonella transportando el plásmido de Cz más Salmonella 
transportando el de GM-CSF. 
 
Posteriormente, y con el objetivo de optimizar la inmunoprotección frente a la infección por 
T. cruzi, evaluamos el tratamiento conjunto de SCz con Salmonella transformada con el 
plásmido codificante de Chg, al ser administrados durante la fase aguda, y los grupos 
ensayados fueron: 
- SControl: Salmonella sin inserto. 
- SChg+SGM-CSF: Salmonella transportando el gen de Chg más Salmonella 
transportando el gen de GM-CSF. 
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- SCz+SGM-CSF: Salmonella transportando el gen de Cz más Salmonella 
transportando el gen de GM-CSF. 
- SChg+SCz+SGM-CSF: Salmonella transportando el gen de Chg, más Salmonella 
transportando el gen Cz más Salmonella transportando el gen del GM-CSF. 
Y el esquema seguido fue el siguiente (Fig. 7):  
 
Figura 7. Tratamiento en Fase Aguda con ADN transportado por Salmonella. Se 
administraron 3 dosis de Salmonella a los días 0, 10 y 100 pi. Se tomaron muestras de los 
ratones a los 35 y 100 dpi.  
 
Para evaluar el tratamiento conjunto en fase crónica con Chg, los grupos fueron los 
mismos que para la fase aguda y el esquema evaluado se observa en la Figura 8. 
 
 
Figura 8. Tratamiento en Fase Crónica con ADN transportado por Salmonella Se 
administraron 3 dosis de Salmonella a los días 100, 110 y 120 pi. Se tomaron muestras de los 
ratones al momento del sacrificio, a los 250 dpi. 
 
6. Evaluación de la parasitemia, peso y sobrevida 
Luego del desafío con tripomastigotes de T. cruzi, se realizó el recuento de parásitos cada 2 
días tanto en los ratones tratados con ADN desnudo como en el que usamos Salmonella como 
sistema de transporte, hasta finalizar la fase aguda de la infección. El recuento de parásitos 
en ratones desafiados se determinó por recuento en cámara de Neubauer. Para ello se 
obtuvieron muestras de sangre de la vena caudal, y se lisaron los glóbulos rojos para facilitar 
la visualización de los tripomastigotes. Para esto se lisaron previamente los glóbulos rojos 
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30 
diluyendo a los mismos en buffer de lisis (0.75% P/V NH4Cl, 0.2% P/V Tris, pH 7.2), durante 
5 min en una relación de 1/5. 
Adicionalmente, la sobrevida y el peso de los animales fueron evaluados diariamente hasta 
que fueron sacrificados. 
7. Título de anticuerpos y determinación de isotipos de IgG 
La determinación de anticuerpos fue realizada por medio de un ELISA indirecto. Las placas 
fueron sensibilizadas con 10 g/ml de F105 o con 2 g/ml de rCz o rChg, toda la noche a 4 
°C, en un volumen final de 100 l/pocillo. El bloqueo de los sitios libres se realizó con 3% de 
BSA, 0.1% de gelatina en PBS durante un tiempo mínimo de 1 h a 37 ºC, luego del cual se 
realizaron 3 lavados con PBS-Tween 0.05%. Diluciones seriadas de los sueros en PBS 
conteniendo 1% BSA y 0.1% gelatina fueron incubados 1 h a 37 ºC en un volumen de 100 l 
por pocillo. 
Posteriormente se lavó 3 veces con PBS-Tween 0.05% y se incubó durante 1 h a 37 °C, con 
los siguientes conjugados: anticuerpo policlonal anti-cadena  de ratón-HRP (Sigma) o 
anticuerpos monoclonales biotinilados anti-IgG1, anti-IgG2a (Pharmingen). En el caso de 
los anticuerpos monoclonales luego de la incubación se lavó e incubó con streptavidina-HRP 
(R&D) durante 30 min a 37 °C. Las placas fueron reveladas con el agregado de OPD/H2O2, 
incubando en oscuridad por 20 min aproximadamente. Finalmente, la reacción se detuvo con 
H2SO4 4 N y la densidad óptica fue leída con un lector de ELISA (Bio Rad) a 490 nm.  
El título se calculó como la inversa de la dilución mayor en la cual la densidad óptica 
obtenida resulta en un valor de DO > a 0.1. En todas las placas se incluyeron, además, los 
controles negativos y sueros de referencia para homogeneizar diferencias entre ensayos. 
8. Hipersensibilidad retardada (DTH) 
Con el fin de realizar el ensayo de hipersensibilidad retardada se inoculó, por vía 
intradermoplantar 5 μg de rCz o rChg y 50 μg de F105 en ambas almohadillas plantares 
respectivamente. Se midió el espesor de las mismas previo a la inoculación de los 
correspondientes antígenos y 48 h después. El resultado se expresó como la diferencia entre 
ambas mediciones. 
9. Ensayo de proliferación celular 
Los bazos de los ratones pertenecientes a los diferentes grupos infectados y tratados fueron 
extraídos en condiciones de esterilidad al finalizar los ensayos de los modelos agudos o 
crónicos. Los bazos se disgregaron y los eritrocitos fueron lisados por medio de la incubación 
de 2 min con un buffer conteniendo 0.15 M NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.1 mM EDTA pH 7.2.  
Las células mononucleares obtenidas fueron lavadas 3 veces y resuspendidas en medio RPMI 
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completo (con 10% de SFB, Gibco). El recuento de células se realizó en cámara de Neubauer 
en presencia del colorante vital azul tripán. 
Los ensayos de proliferación celular se realizaron en placas de 96 pocillos, fondo en U 
(Sarstedt Inc), para facilitar el contacto entre células. Las células (2x105) fueron cultivadas en 
presencia de rCz o rChg (10 µg/ml), F105 (100 µg/ml), Concavalina A (Con A) (5 µg/ml) o 
medio solo (control basal) por triplicado. A las 48 h se cosecharon las células de las placas 
conteniendo los controles positivos y basales, y a los 5 días las placas conteniendo las células 
estimuladas con Ag y sus basales respectivos. Las células se pulsaron, 18 h antes de ser 
cosechadas, con 1 Ci/pocillo de Timidina (H)3 (Amersham). Las cpm (cuentas por minutos) 
se midieron en el contador de centelleo líquido (Packard) y el índice de estimulación se calculó 
como las cpm de células estimuladas menos las cpm del basal. 
10. Determinación serológica de enzimas 
Se evaluó el daño muscular mediante la medición en suero de la actividad de las enzimas 
creatin kinasa (CK y CK-MB), aspartato aminotransferasa (AST), y lactato deshidrogenasa 
(LDH). Estas enzimas se encuentran en gran cantidad en corazón y músculo esquelético (los 
tejidos principales colonizados por T. cruzi) y se ha descripto que un daño en estos tejidos 
produce un aumento en los niveles circulantes de estas enzimas. Las determinaciones se 
realizaron por espectrofotometría a 340 nm, empleando kit comerciales y siguiendo las 
instrucciones indicadas por el fabricante (Wiener Lab). 
11. Histología 
Se procedió a la disección de corazones y músculos esqueléticos, los cuales fueron fijados 
con formaldehído al 4%, en PBS, durante 48 h. El material se deshidrató según el siguiente 
procedimiento: 
 Alcohol 96º I, 6 h, T. amb. 
 Alcohol 96º II, 18 h, T. amb. 
 Alcohol 100º, 2 h, T. amb. 
 Acetato de butilo, 18 h, T. amb. 
 Parafina (Biopack) I, 1 h a 56ºC 
 Parafina II, 2 h 56 ºC 
Finalmente se incluyó en parafina III y se dejó solidificar a temperatura ambiente. Los tacos 
se conservaron a 4 ºC hasta que fueron cortados en secciones de 5 m de espesor en 
micrótomo tipo Minot. 
Los cortes fueron colocados sobre portaobjetos y secados a 37 ºC. Se los desparafinó 
mediante lavado con Xilol 5 min y se los hidrató con concentraciones decrecientes de 
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alcoholes 100º, 96º, 70º y finalmente con agua destilada. Una vez hidratados, se los tiñó con 
hematoxilina/eosina (H/E) y se los deshidrató (con concentraciones crecientes de alcoholes) 
para su conservación al montarlos con bálsamo de Canadá. 
En un ensayo ciego, los cortes fueron analizados cuali y semicuantitativa por observación 
microscópica de cada sección histológica. 
12. Ensayos de actividad enzimática 
La actividad catalítica de cisteín proteasas fue medida en un ensayo continuo utilizando el 
sustrato fluorogénico, Z-Phe-Arg-AMC (#l-1160 Bachem) a una concentración final de10 
µM en buffer de reacción (50 mM fosfato de Sodio pH 6.5 ,150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2.5 
mM DTT). La lectura de fluorescencia de 7-aminometilcumarina (AMC) liberada fue medida 
con fluorómetro (Victor3 PerkinElmer®) cada 10 seg (λexcitación= 355nm/λemisión= 460 nm), a 
37 ºC. La actividad fue evaluada utilizando concentraciones crecientes de las proteínas 
recombinantes (Cz, NCz) así como de los lisados de parásitos en presencia o ausencia de 
inhibidores comerciales (E-64) o naturales (Chg). 
13. Cultivo de células dendríticas  
Para obtener los cultivos primarios de células dendríticas (CD), se extrajeron fémur y tibia 
de ratones hembras C3H/HeN, y se realizaron lavados a través de los huesos con medio 
completo (IMDM suplementado con SFB al 10%, 100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de 
estreptomicina). Luego de la extracción, las células de médula ósea fueron lavadas y cultivadas 
con 50% de un medio condicionado: sobrenadante de una línea células que expresa GM-CSF 
(J558 GM-CSF: mieloma de ratón transfectada con cDNA de GM-CSF), como se describió 
previamente (Losher, 2005). Las células se mantuvieron a 37 °C con 5% CO2 por siete días en 
presencia de GM-CSF, realizando cambio periódicos del medio. Luego se centrifugaron y se 
plaquearon en una concentración de 1×106 células/ml en placas de 24-wells (Nunc, NY, USA) 
y mantenidas en cultivo con 10 µg/ml de LPS (control positivo) o 10 µg/ml de proteínas 
recombinantes por 24 o 48 h más. Células controles fueron cultivadas solo con medio. 
14. Aislamiento de macrófagos peritoneales 
A ratones anestesiados se les realizaron lavados del peritoneo mediante la inyección de 5-6 
ml de RPMI (sin rojo fenol) a 4 ºC. Los exudados del peritoneo fueron colectados y lavados 
con medio suplementado con SFB. Luego se permitió que los macrófagos peritoneales se 
adhirieran a placas de 24 wells a 37 ºC y en estufa con 5% CO2 durante 2 h. Las células no 
adheridas fueron lavadas y removidas. Los cultivos primarios de macrófagos peritoneales 
fueron mantenidos por 24 o 48 h en cultivos en presencia de las distintas proteínas. 
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15. Análisis celular 
15.1. Tinción celular 
Para la tinción de moléculas presentes en la superficie celular, las células luego de ser 
incubadas con las proteínas correspondientes, fueron lavadas dos veces con PBS frío 
suplementado con 1% de albúmina bovina.  
Para analizar la expresión de moléculas sobre la superficie de las células presentadoras de 
antígenos, luego de la incubación con las proteínas correspondientes, las células fueron 
incubadas 2 h a 4 ºC, para facilitar que se despeguen de las placas. A continuación se incubaron 
30 min a 4 ºC con el anticuerpo monoclonal correspondiente para identificar las moléculas de 
superficie CD11c, CMH clase II (H2d), CD80 y CD86 (e-Bioscience, PharMingen), conjugado 
con diferentes fluorocromos: PE, FITC o APC. Luego de la tinción de superficie las células 
fueron fijadas con PFA 4%, antes del análisis en el citómetro. Las muestras fueron adquiridas 
con citómetro Partec Görlitz, Germany y los datos fueron analizados con Flow JoX software 
10.0.7. 
15.2. Medición de citoquinas 
Luego de 24 o 48 h de cultivo de esplenocitos o células presentadoras de antígenos (CPA) 
con los diferentes estímulos, el sobrenadante de las células fue colectado y guardado a −80 °C 
hasta su medición. Los niveles de IL-12, IL-10, TNF-α e IFN-γ fueron analizados por ELISA 
de captura (BD Biosciences), de acuerdo a las indicaciones del fabricante. 
15.3. Medición de óxido nítrico  
La concentración de óxido nítrico (ON), liberada al medio de cultivo por macrófagos 
cultivados en presencia de las proteínas recombinantes se midió a las 24 y 48 h de cultivo, 
utilizando el reactivo de Griess en partes iguales. Los productos de la reacción fueron medidos 
colorimétricamente a 550 nm, y se determinó posteriormente su concentración sobre una 
curva construida con concentraciones conocidas de NaNO2.  
15.4. Ensayo de fagocitosis 
La capacidad endocítica se determinó sobre células dendríticas luego de ser incubadas con 10 
µg/ml de las proteínas recombinantes durante 24 h. Luego de ese tiempo, los cultivos se 
lavaron y se continuaron por 1 h en presencia de ovoalbúmina marcada con FITc (OVA-FITc, 
100 µg/ml) a 37 °C. Se incluyeron además, controles negativos de fagocitosis, los cuales fueron 
mantenidos a 4 °C. 
Al cabo de este tiempo se realizó un análisis cuali y cuantativo de la capacidad fagocítica. La 
evaluación cualitativa se realizó montando las células en portaobjetos con PBS/glicerol al 10% 
y observándolas en microscopio de fluorescencia a un aumento de 40x. Adicionalmente, con el 
fin de cuantificar lo observado, luego de lavar exhaustivamente las células, estas fueron 
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pasadas por el citómetro de flujo. Para asegurar que la fluorescencia observada sea proveniente 
del interior celular, se le agregó azul tripán (4%), con el fin de bloquear la posible fluorescencia 
proveniente de la superficie celular. Las muestras fueron adquiridas con citómetro Partec, 
Germany y los datos fueron analizados con Flow JoX software 10.0.7. 
16. Análisis estadístico 
Los análisis estadísticos fueron realizados con el Software Graph Pad Prisma 4.0, utilizando 
ANOVA (one-way analisis of variance) para los resultados de ensayos de proliferación, 
anticuerpos, enzimas, citoquinas, y datos de parasitemias. Long rank test fue utilizado para las 
curvas de sobrevida. Todas las comparaciones fueron referidas a los grupos controles y los 
valores de p<0.05 fueron considerados significativos.  
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I. Evaluación del tratamiento inmunoterapéutico 
1. Tratamiento con ADN desnudo codificante para Cruzipaína 
1.1. Durante la etapa AGUDA de la infección por T. cruzi 
1.1.1. Efecto del tratamiento sobre la parasitemia y sobrevida 
La capacidad inmunoprotectiva generada por la inoculación del gen codificante para Cz, fue 
analizada en ratones hembra C3H/HeN infectados con una dosis letal de tripomastigotes. El 
tratamiento consistió en 2 dosis intramusculares de ADN desnudo (d), a los días 0 y 10 
posinfección, con: pcDNA3.1 sin inserto (dControl), pCDNA3.1 codificante para GM-CSF 
(dGM-CSF), pCDNA3.1 codificante para Cz (dCz), o la administración conjunta de ambos 
plásmidos (dCz+dGM-CSF).  
Como se esperaba, los ratones infectados con una dosis letal de T. cruzi, que recibieron el 
plásmido sin inserto (dControl), presentaron altos niveles de parásitos en sangre y una 
mortalidad del 100% a los 36 dpi (Fig. 9). Por el contrario ratones que fueron tratados con 
dos dosis de plásmido codificante para Cz coadministrado con el plásmido codificante para 
GM-CSF (dCz+dGM-CSF) presentaron una importante reducción en el nivel de 
tripomastigotes circulantes durante la fase aguda de la infección, comparado con los controles, 
con picos significativamente menores a los 13 y 20 dpi (p<0.05) (Fig. 9A). Más importante 
aún, estos ratones tuvieron una sobrevida del 100% (Fig. 9B). Sin embargo los grupos 
monotratados (dCz o dGM-CSF) no presentaron diferencias estadísticamente significativas en 
la parasitemia comparado con los controles; y al finalizar la etapa aguda de la infección la 
sobrevida en el grupo dCz fue del 75%, y 40% en el caso de dGM-CSF, en contraste con los 
controles que murieron en el día 36 posinfección (Fig.  9 A y B). 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Protección contra T. cruzi en animales que recibieron 2 dosis de la vacuna 
inmunoterapéutica durante la fase aguda de la infección. Ratones C3H/HeN fueron 
desafiados con una dosis letal de tripomastigotes y fueron tratados por vía intramuscular 
con dos dosis de ADN desnudo (dADN) codificando para Cz (dCz), GM-CSF (dGM-CSF) 
o ambos plásmidos simultáneamente (dCz+dGM-CSF). Los controles recibieron el 
plásmido sin inserto (dControl). (A) La parasitemia fue determinada cada 2 ó 3 días en 
sangre fresca. Los símbolos representan la media ± el error estándar. (B) La sobrevida fue 
determinada diariamente. Estos resultados son representativos de tres experimentos 
independientes. *p<0.05. 
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1.1.2. Título de anticuerpos y determinación de isotipos de IgG 
Otro lote de ratones fue infectado con una dosis subletal de tripomastigotes de T. cruzi y 
tratado son los plásmidos desnudos, como se indicó anteriormente. Con el fin de determinar 
la respuesta humoral generada tras la aplicación de los distintos tratamientos se evaluó, el 
título de IgG específico para rCz y para un lisado del parásito (F105), en los sueros obtenidos 
a los 35 y 100 dpi. Adicionalmente, para caracterizar el patrón Th inducido por el tratamiento 
se determinó la relación de los isotipos IgG2a/IgG1. 
Los resultados obtenidos para el grupo control, reflejan la respuesta contra el parásito (Fig. 
10A y C). En este sentido, la respuesta contra F105 a los 100 dpi, muestra un leve incremento 
en el título de anticuerpos comparado con los 35 dpi (0.7x104 vs 0.5x104). Por el contrario, en 
el mismo grupo, la respuesta contra rCz aumenta 5 veces a los 100 dpi respecto de los 35 dpi 
(2.0x104 a 0.4x103), destacando la gran inmunogenicidad de este antígeno, lo cual se observa 
también en la infección natural (Fig. 10 B y D). La administración de dGM-CSF aumenta la 
respuesta de anticuerpos contra el complejo antigénico y rCz presentes en el parásito 
infectante, como se espera de una citoquina estimulatoria. 
A los 35 dpi los títulos de anticuerpos contra rCz en el grupo inmunizado con dCz pueden 
ser atribuidos principalmente a la inmunización, dado que en el grupo control son menores 
(1.9x103 vs 0.4x103). Por otro lado, en ratones tratados con ambos plásmidos encontramos 
una fuerte respuesta de IgG tanto contra F105 como contra rCz, respecto a los controles 
(2.5x104 vs 0.5x104 y 2.2x103 vs 0.4x103). Se obtuvieron resultados similares a los 100 dpi, 
donde ratones inmunizados con la combinación de plásmidos (dCz+dGM-CSF) mostraron 
diferencias significativas respecto a los controles (Fig.  10). 
Debe destacarse también que la inmunización conjunta no solo aumenta la respuesta inmune 
humoral contra rCz, sino también aumenta más de 11 veces la respuesta contra el lisado 
antigénico (F105), comparado con el grupo dControl (8.0x104 vs 0.7x104).   
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Figura 10.  Respuesta de anticuerpos. Los ratones fueron desafiados con tripomastigotes 
y tratados durante la etapa aguda con 2 dosis por vía intramuscular de dCz, dGM-CSF, la 
coadministración de ambos plásmidos (dCz+dGM-CSF) o el plásmido sin inserto 
(dControl). (B y D) Títulos de IgG totales anti-rCz y (A y C) anti-fracción antigénica del 
parásito (F105) en sueros obtenidos a los 35 (A y B) y 100 (C y D) dpi. Las barras 
representan el promedio de 7 determinaciones y son representativas de 3 experimentos 
independientes. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
 
Cuando analizamos la relación IgG1/IgG2a anti-rCz, tanto por ELISA como por WB, para 
estimar el perfil de células T inducido por el tratamiento, observamos una marcada 
inmunodominancia Th1 contra este antígeno (Fig. 11). Esto se observa incluso en el grupo 
dControl (bandas de 60-69 kDa) (hilera 2 y 3). Como se esperaba, la respuesta inmune contra 
todos los antígenos aumenta con el tiempo (100 vs 35 dpi) y se observa una respuesta mayor 
de tipo IgG2a respecto a IgG1 en ambos tiempos (hilera 4 vs 5). Estos resultados fueron 
confirmados por ELISA donde todos los grupos inmunizados muestran una mayor respuesta 
del isotipo IgG2a respecto al isotipo IgG1 a los 35 dpi (Fig. 11B I). Estos resultados indicarían 
que la terapia es capaz de dirigir la respuesta contra rCz hacia un perfil Th1 protectivo. Más 
importante aún, la respuesta Th1 fue sostenida en el tiempo (100 dpi) solo en el grupo que 
recibió dCz como monoterapia o en conjunto con dGM-CSF (dCz+dGM-CSF) (Fig. 11B II). 
En el caso del grupo tratado con dGM-CSF observamos un aumento significativo de los títulos 
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de IgG2a respecto a los de IgG1 (a los 35 dpi), que fue transitorio perdiéndose esta diferencia 
a los 100 dpi.  
 
A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
 
 
Figura 11. Respuesta isotípica IgG1 e IgG2a en sueros obtenidos a los 35 y 100 dpi de 
ratones infectados con una dosis subletal de T. cruzi y tratados con los distintos plásmidos 
por vía intramuscular durante la fase aguda de la infección. (A) WB de epimastigotes en 
membrana de nitrocelulosa incubada con diluciones de los sueros obtenidos a los 35 (I) y 
100 (II) dpi: (1) Marcador de peso molecular, (2 y 3) controles, (4 y 5) dCz+dGM-CSF. Las 
tiras fueron luego incubadas con isotipos de anticuerpos biotinilados anti-IgG1 (2 y 4) o 
anti-IgG2a (3 y 5). (B) Isotipos IgG1 e IgG2a específicos anti-r cruzipaína. Los títulos se 
obtuvieron por medio de un ELISA indirecto tomando como valor de corte DO> 0.1. En 
todas las placas se incluyeron controles negativos y sueros de referencia para homogeneizar 
diferencias entre ensayos. Las barras representan el promedio de 7 determinaciones y son 
representativas de 3 experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01, p<0.001. 
 
 
Resultados similares se obtuvieron al analizar los niveles de anticuerpos alcanzados frente al 
lisado de antígenos parasitarios (F105) a los 35 y 100 dpi observando una relación 
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IgG2a/IgG1 mayor en los grupos tratados con dCz+dGM-CSF respecto a los controles o los 
tratados con un solo plásmido (gráfico no mostrado). Estos resultados confirman que la vacuna 
terapéutica combinada con dCz+dGM-CSF incrementa los títulos de anticuerpos IgG con un 
perfil Th1, no solo contra Cz, sino también contra una variedad de antígenos parasitarios.  
1.1.3. Análisis de la respuesta celular 
Para evaluar si la eficacia inmunoprotectiva de Cz observada en los ratones tratados, puede 
ser atribuida a la estimulación de una respuesta celular, se realizó un ensayo in vivo de 
hipersensibilidad retardada (DTH). Para ello, a los 100 dpi se midió el grosor de la almohadilla 
plantar antes y 48 h después de la inyección intradérmica de rCz o F105. Mientras los ratones 
tratados solo con dGM-CSF mostraron niveles similares de DTH que los animales control, 
los ratones tratados con dCz mostraron un incremento significativo en el grosor de la 
almohadilla plantar luego de la inyección intradérmica de F105 (0.096 mm) o rCz (0.102 mm) 
respecto a los controles (0.01 y 0.041 mm respectivamente). Una diferencia aún más elevada 
se observó en el grupo de ratones dCz+dGM-CSF donde la respuesta celular era 
significativamente mayor a los controles (Fig. 12A y B). 
En concordancia con estos resultados, al evaluar la respuesta celular in vitro a los 100 dpi en 
esplenocitos reestimulados con rCz o F105 durante 5 días, observamos una fuerte y 
significativa respuesta proliferativa en los grupos inmunizados con dCz, siendo esta mayor 
aún en los animales que recibieron la administración conjunta con dGM-CSF (Fig. 12C y D). 
En este grupo, la respuesta fue 10 veces mayor que el grupo control, tanto frente al reestímulo 
con rCz como con F105. 
Estos resultados muestran que la inmunoterapia con ambos plásmidos (dCz+dGM-CSF) 
colabora en el desencadenamiento de una importante respuesta celular frente a antígenos 
parasitarios tanto al evaluarla in vivo como in vitro.  
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Figura 12. Respuesta celular. Se estudió en ratones C3H/HeN que fueron infectados con 
una dosis subletal de tripomastigotes de la cepa RA de T. cruzi y tratados con los plásmidos 
por vía intramuscular durante la fase aguda de la infección. La respuesta celular se 
determinó in vivo a los 100 dpi por medio de una reacción de hipersensibilidad retardada 
(DTH) en la almohadilla plantar antes y 48 h luego de la inoculación intradérmica de rCz 
(A) o F105 (B). In vitro se determinó por proliferación de esplenocitos extraídos a los 100 
dpi de los ratones infectados y tratados con los diferentes plásmidos. Las células fueron re-
estimuladas por 5 días con 10 µg/ml de rCz (A) o F105 (B). Se agregó 1 µCi/pocillo de 
Timidina (H)3 durante las 18 h previas a ser cosechadas. Los resultados se expresaron como 
las cpm de células estimuladas menos las cpm del basal. Las barras representan el promedio 
de cada grupo ± Error Estándar y son representativas de 3 experimentos independientes. 
*p<0.05, **p<0.01. 
 
1.1.4. Efecto del tratamiento en la prevención del daño tisular 
Con el fin de evaluar si la inmunoterapia responsable de la reducción de la parasitemia, era 
capaz de frenar o disminuir el daño tisular característico de la infección crónica por T. cruzi, 
se tomaron muestras de suero a los 35 y 100 dpi y se determinó la actividad sérica de las 
enzimas marcadoras de daño tisular lactato deshidrogenasa (LDH), creatin quinasa (CK) y 
aspartato amino transferasa (AST). Una importante reducción en la actividad sérica de al 
menos una de las enzimas asociadas a cardiomiopatía, fue observada a ambos tiempos en todos 
los ratones vacunados, en comparación a los controles (Tabla 1).  
Los ratones que recibieron ambos plásmidos (dCz+dGM-CSF), presentaron una significativa 
menor actividad enzimática en suero, a los 35 dpi respecto a los controles, de las tres enzimas 
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evaluadas (8.8±2.3 vs 62.8±18 para CK, 850±51.3 vs 2068±75 en LDH y 41.49±7.0 vs 84.4±5 
para AST). El grupo de ratones inmunizado sólo con dCz presentó una reducción significativa 
para el caso de LDH (831±387). Mientras que en los ratones inmunizados con dGM-CSF, si 
bien se detectó una pequeña disminución en los niveles enzimáticos, en ningún caso fue 
significativa a los 35 dpi (Tabla 1).  
Adicionalmente, a los 100 dpi se observó una reducción significativa en la actividad sérica de 
las tres enzimas determinadas en los grupos tratados con ambos plásmidos (dCz+dGM-CSF) 
(Tabla 1); lo que estaría indicando que el tratamiento con la vacuna a ADN desnudo 
combinando dCz+dGM-CSF redujo el daño muscular característico de la infección por T. 
cruzi.  
 
Tabla 1_ Niveles serológicos de enzimas asociadas a cardiomiopatía 
Dpi dControl dGM-CSF dCz dCz+dGM-CSF Enzimas 
 62.8±18 302.2±8 30.8±13 8.88±2.3* CK 
35 2068±75 1531±225 831±387* 850±51.3* LDH 
 84.4±5 54.2±9.6 51.28±8.8 41.49±7.0* AST 
 82±6.5 10±2.4** 31±7.0** 19.5±4.6** CK 
100 2513±84 938.1±122 795.8±131* 620.6±98* LDH 
 57±2.9 84.5±12.5 28.5±2.25* 34±0.09* AST 
Los resultados representan la media de 7 determinaciones ±  error estándar, y son representativos 
de 3 experimentos independientes. *p<0.05; **p<0.01. 
 
 
Para continuar con la caracterización del daño tisular, realizamos análisis histológicos de 
músculo cardíaco y esquelético a los 100 dpi en los ratones infectados y tratados. Al analizar 
cortes de músculo esquelético, observamos en los controles calcificaciones y un intenso 
infiltrado celular perivascular acompañado de infiltrados celulares entre las fibras musculares 
(Fig. 13A), mientras que en los animales tratados con dCz+dGM-CSF se observaron escasos 
focos linfocitarios, con mínimos infiltrados perivasculares, siendo estos nulos entre fibras 
musculares y sin aumento de la celularidad (Fig. 13D). Los grupos tratados con dCz y dGM-
CSF como monoterapia, mostraron unos pocos infiltrados con un aumento general de la 
celularidad (Fig. 13B y C). 
En tejido cardíaco las diferencias observadas por tinción con Hematoxilina/Eosina fueron de 
escasa magnitud entre grupos, presentando el grupo tratado con ambos plásmidos, muy 
escasos o nulos infiltrados linfocitarios, mientras los demás grupos mostraron un ligero 
aumento de la celularidad general con escasos infiltrados, los que además contenían pocas 
células cada uno.  
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Figura 13. Daño tisular en ratones infectados y tratados. Los ratones recibieron una 
dosis subletal de tripomastigotes y fueron tratados por vía intramuscular con ADN desnudo 
de Cz y GM-CSF, el día de la infección y 100 dpi. Análisis histopatológico de músculo 
esquelético a los 100 dpi. Aumento 10x (A) dControl, (B) dGM-CSF, (C) dCz, y (D) 
dCz+dGM-CSF. 
 
 
1.2. Tratamiento con ADN desnudo codificante para Cruzipaína durante la infección 
CRÓNICA por T. cruzi 
1.2.1. Respuesta celular específica in vivo e in vitro 
Para analizar la capacidad inmunoterapéutica generada por la administración del gen 
codificante para Cz, ratones hembra C3H/HeN infectados con una dosis subletal de 
tripomastigotes, fueron tratados con 2 dosis de los diferentes plásmidos a los 3 meses pi, cada 
10 días. Los tratamientos evaluados fueron con solo dCz o coadministrando dCz y dGM-CSF. 
Como control, se trataron ratones con pcDNA3.1 sin inserto. Cabe aclarar que no incluimos 
el grupo tratado solamente con dGM-CSF, dado que en los ensayos anteriores no observamos 
una inmunoprotección significativa por dicho tratamiento. 
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Noventa días luego de los tratamientos evaluamos la respuesta inmune celular. Se realizó un 
ensayo de hipersensibilidad retardada (DTH) midiendo el grosor de la almohadilla plantar 
antes y 48 h después de la inyección intradérmica de rCz o F105. Sólo los animales que 
recibieron dCz+dGM-CSF mostraron un incremento significativo en la repuesta tanto frente 
a Cz como a F105. No observamos diferencias en el grupo tratado solo con dCz respecto al 
control (Fig. 14A y B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Respuesta celular. Se estudió en ratones C3H/HeN que fueron infectados con 
una dosis subletal de tripomastigotes de T. cruzi y tratados con los plásmidos desnudos 90 
dpi. La respuesta celular se determinó in vivo a los 90 días postratamiento por medio de una 
DTH, midiendo la almohadilla plantar antes y 48 h luego de la inoculación intradérmica de 
(A) rCz o (B) F105. In vitro se evaluó la proliferación de esplenocitos de los ratones 
sacrificados 180 dpi. Las células fueron re-estimuladas 5 días con (C) rCz o (D) F105. Se 
agregó 1 µCi/pocillo de Timidina (H)3 18 h antes de su lectura. Los resultados se expresaron 
como las cpm de las células estimuladas menos las cpm del basal. Las barras representan el 
promedio de cada grupo ± Error Estándar y son representativas de 3 experimentos 
independientes. *p<0.05. 
 
Evaluamos también la respuesta linfoproliferativa in vitro realizando cultivos de esplenocitos 
extraídos de ratones a los 180 dpi. Las células fueron estimuladas con rCz o F105 durante 5 
días. Como observáramos con la estimulación in vivo, in vitro ambos estímulos lograron 
generar una significativa respuesta específica en los animales tratados con dCz+dGM-CSF, 
respecto al control (Fig. 14C y D). 
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Estos resultados muestran que el tratamiento conjunto con ambos plásmidos es capaz de 
incrementar la respuesta celular no solo anti-Cz, sino frente a todos los antígenos parasitarios. 
1.2.2. Efecto del tratamiento en la prevención del daño tisular 
Con el fin de evaluar la capacidad del tratamiento terapéutico de prevenir el daño tisular 
característico de la infección por T. cruzi, se tomaron muestras de suero de los animales a los 
90 días de haber recibido los diferentes tratamientos. Se determinó la actividad sérica de las 
enzimas marcadoras de daño tisular lactato deshidrogenasa (LDH), creatin quinasa (CK) y 
aspartato amino transferasa (AST).  
Se observó que los 3 marcadores mostraron una disminución al tercio en los animales 
tratados con dCz+dGM-CSF. Si bien hubo una reducción en la actividad sérica de dichas 
enzimas en los animales tratados sólo con dCz, esta diferencia no resultó significativa (Tabla 
2).  
 
Tabla 2_ Niveles serológicos de enzimas asociadas a cardiomiopatía 
Enzimas dControl dCz dCz+dGM-CSF 
CK 59±14.25 22.2±6.0 15.1±4.0* 
LDH 1595.9±190 866.6±154 374.8±95.9* 
AST 67.6±10.7 36.5±6.6 25.24±2.7* 
Los resultados representan la media de 7 determinaciones ± error estándar, y son 
representativos de 3 experimentos independientes. *p<0.05. 
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2. Tratamiento con ADN transportado por Salmonella codificante para Cruzipaína 
2.1. Durante la infección AGUDA de T. cruzi 
2.1.1. Efecto del tratamiento sobre la parasitemia y sobrevida 
Como alternativa de mayor eficiencia, practicidad y economía a la aplicación de ADN 
desnudo, que requiere grandes cantidades de ADN purificado, se ensayó el uso de Salmonella 
entérica serovar Typhimurium aroA como sistema de transporte del ADN (sistema de delivery 
de ADN). Este sistema es de administración oral, lo que facilita ampliamente su 
implementación para el desarrollo de vacunas y terapias.  
Ratones C3H/HeN infectados con una dosis letal de tripomastigotes de T. cruzi fueron 
tratados por vía oral con 2 dosis de Salmonella transfectada con el plásmido sin inserto 
(SControl), con Cz (SCz), con GM-CSF (SGM-CSF), o su administración conjunta 
(SCz+SGM-CSF), a los 0 y 10 dpi. Observamos durante la fase aguda de la infección que el 
grupo tratado con SGM-CSF no fue capaz de reducir la parasitemia comparada con el control, 
sin embargo se observó una importante disminución en el número de parásitos circulantes en 
sangre en los grupos inmunizados con SCz ya sea sola o cuando se la administró acompañada 
de SGM-CSF, respecto al grupo control o al grupo que solo recibió SGM-CSF (Fig.  15A). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15.  Protección en ratones tratados durante la etapa aguda de la infección con 
ADN de Cz y GM-CSF transportado por Salmonella. Ratones C3H/HeN fueron 
infectados con una dosis letal de tripomastigotes RA y tratados a los 0 y 10 dpi con 2 dosis 
de 109 UFC de SCz, SGM-CSF o ambos combinados, SCz+SGM-CSF. Como control, un 
grupo de ratones fue tratado con Salmonella transfectada con un plásmido sin inserto 
(SControl). (A) La parasitemia fue determinada cada 2-3 días en muestras de sangre obtenida 
de la vena caudal. Los símbolos representan el promedio ± Error Estándar. (B) La sobrevida 
fue monitoreada diariamente. Estos resultados son representativos de 3 experimentos 
independientes. *p<0.05. 
 
Adicionalmente observamos que el 75% de los ratones tratados con SCz+SGM-CSF 
sobrevivió hasta el final del experimento (100 dpi). Por el contrario todos los ratones que 
recibieron monoterapia de SCz o SGM-CSF murieron a los 24 dpi, de manera similar a los 
controles (Fig. 15B). 
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2.1.2. Título de anticuerpos y determinación de isotipos de IgG 
Evaluamos el desarrollo de la respuesta humoral a los 35 y 100 dpi en los ratones tratados 
durante la etapa aguda de la infección por T. cruzi con Salmonella como delivery.  
Como esperábamos, los anticuerpos presentes a los 35 dpi, reconocieron tanto al lisado de 
parásitos (F105) como a rCz. Los ratones tratados con SGM-CSF o SCz presentan levemente 
elevados los anticuerpos contra rCz o F105 respecto a los controles. Por el contrario, en 
ratones vacunados simultáneamente con SCz+SGM-CSF, la respuesta humoral contra rCz 
estaba significativamente aumentaba respecto al control (15.8 x 103 vs 1.2 x 103) (Fig 16A y 
B). A los 100 dpi, todos los ratones tratados mostraron un incremento en los títulos de 
anticuerpos IgG contra rCz y F105 comparada con el control; sin embargo las diferencias 
fueron estadísticamente significativas solo en los tratados con SCz+SGM-CSF (Fig.16C y D). 
Estos resultados muestran que la inmunoterapia con SCz+SGM-CSF es capaz de montar 
una respuesta humoral tan buena como con la terapia con ADN desnudo, y más importante 
aún, que es capaz de persistir durante la fase crónica de la infección. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Respuesta de anticuerpos.  Se determinó en sueros obtenidos a los 35 (A y B) 
y 100 (C y D) dpi de ratones infectados con una dosis subletal de T. cruzi, tratados con 
Salmonella transportando los distintos plásmidos. Títulos de IgG totales anti-rCz (B y D) y 
anti-F105 (A y C). Las barras representan el promedio de 7 determinaciones y son 
representativas de 3 experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01. 
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Para evaluar el perfil de la respuesta humoral obtenida en los ratones tratados, se 
caracterizaron los isotipos IgG1 e IgG2a anti-F105 y anti-rCz. Si bien en todos los grupos el 
isotipo predominante fue IgG2a, a los 35 dpi se observó un aumento importante en la relación 
IgG2a/IgG1 en los grupos tratados con SCz y SCz+SGM-CSF, frente al inmunógeno. A los 
100 dpi esta importante diferencia se mantuvo exclusivamente en el grupo tratado con ambos 
plásmidos, al igual que lo observado en los tratados con plásmido desnudo (Fig. 17A y B). 
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Figura 17. Respuesta isotípica IgG1 e IgG2a en sueros obtenidos a los 35 y 100 dpi en 
ratones infectados con una dosis subletal de T. cruzi y tratados con los distintos plásmidos 
por vía intramuscular durante la fase aguda de la infección. (A) WB de epimastigotes en 
membrana de nitrocelulosa incubada con diluciones de los sueros obtenidos a los 35 (I) y 
100 (II) dpi: (1) Marcador de peso molecular, (2 y 3) Scontrol, (4 y 5) SCz+SGM-CSF. Las 
tiras fueron luego incubadas con isotipos de anticuerpos biotinilados anti- IgG1 (2 y 4) o 
anti- IgG2a (3 y 5). (B) Isotipos IgG1 e IgG2a específicos de cruzipaína. Los títulos se 
obtuvieron por ELISA indirecto tomando como valor de corte DO > 0.1. En todas las placas 
se incluyeron controles negativos y sueros de referencia para homogeneizar diferencias 
entre ensayos. Las barras representan el promedio de 7 determinaciones y son 
representativas de 3 experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01, p<0.001. 
 
Los resultados indicarían que el tratamiento con ambos plásmidos transportados por 
Salmonella fue capaz de incrementar la respuesta humoral en etapas tempranas de la infección, 
inclinando la respuesta específica contra Cz hacia un perfil Th1. 
2.1.3. Respuesta celular específica in vivo e in vitro 
Para evaluar la respuesta inmune celular in vivo se realizó un ensayo de DTH en todos los 
grupos. Para ello, a los 100 dpi se midió el grosor de la almohadilla plantar antes y 48 h después 
de la inyección intradérmica de rCz o F105. Observamos diferencias significativas solo en el 
grupo tratado SCz+SGM-CSF (p<0.05). Esto indicaría que solo el grupo que recibió 
Salmonella transportando ambas construcciones presentó una significativa respuesta celular in 
vivo frente a los diferentes antígenos, no observándose una respuesta celular en los animales 
tratados sólo con SCz, como ocurriera con dCz desnudo (Fig. 18A y B). 
Al realizar cultivos de esplenocitos provenientes de los animales infectados e inmunotratados 
con los plásmidos transportados por Salmonella, observamos similares resultados a los 
obtenidos in vitro. A los 100 dpi se evaluó la proliferación linfocitaria antígeno-específica frente 
a rCz y F105. Sólo los animales tratados con ambos plásmidos presentaron respuestas 
significativas frente a ambas estimulaciones antigénicas (Fig. 18C y D).  
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Figura 18. Respuesta celular. Se estudió en ratones C3H/HeN que fueron infectados con 
una dosis subletal de tripomastigotes de T. cruzi y tratados con los plásmidos transportados 
por Salmonella a los 0 y 10 dpi. La respuesta celular se determinó in vivo a los 100 dpi por 
medio de una DTH, midiendo la almohadilla plantar antes y 48 h luego de la inoculación 
intradérmica de rCz (A) o F105 (B). In vitro se evaluó mediante proliferación de esplenocitos 
de los ratones sacrificados 100 dpi. Las células fueron re-estimuladas 5 días con 10 µg/ml 
de rCz (C) o de F105 (D). Se agregó 1 µCi/pocillo de Timidina (H)3 18 h antes de su lectura. 
Los resultados se expresaron como las cpm de las células estimuladas menos las cpm del 
basal. Las barras representan el promedio de cada grupo ± Error Estándar y son 
representativas de 3 experimentos independientes. *p<0.05, ***p<0.001. 
 
 
2.1.4. Efecto del tratamiento en la prevención del daño tisular 
De forma similar a los ensayos anteriores, se tomaron muestras de suero a los 35 y 100 dpi 
para evaluar si la disminución de la parasitemia en la etapa aguda, observada tras el 
tratamiento con Salmonella como sistema de delivery de los plásmidos era capaz de disminuir 
el daño tisular característico de la enfermedad. Para ello medimos los niveles séricos de 
actividad de las enzimas musculares CK, LDH y AST, tanto a los 35 como a los 100 dpi.  
En el primero de los tiempos evaluados se observaron disminuciones significativas en la 
actividad de las enzimas circulantes sólo en los ratones inmunizados con ambos plásmidos 
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respecto a los controles. No se observaron diferencias significativas en los grupos tratados con 
SGM-CSF o SCz (Tabla 3). 
A los 100 dpi las enzimas AST y LDH se vieron disminuidas en los grupos inmunizados 
respecto a los controles. Pero solo el grupo de SCz coadministrado con SGM-CSF presentó 
disminuciones significativas en la actividad de CK, principal enzima marcadora de daño 
muscular (Tabla 3).  
 
Al analizar los tejidos a los 100 dpi, por microscopía óptica, tras la tinción con H/E, no se 
identificaron anormalidades histopatológicas en tejido cardíaco tanto en ratones controles 
como tratados. Sin embargo al analizar tejido esquelético observamos perivasculitis con 
alteraciones degenerativas de las fibras musculares, calcificaciones e infiltrados difusos entre 
fibras (Fig. 19A). Por el contrario, los animales tratados con SCz, sólo o junto a SGM-CSF, 
presentaron un mejor estado general con escasas calcificaciones. Más importante aún es que 
el tratamiento combinado previno la inflamación y las infiltraciones de células mononucleares 
(Fig.  19C). 
Estos resultados en su conjunto indicarían que la inmunoterapia con SCz+SGM-CSF 
durante la fase aguda de la infección es capaz de reducir el daño muscular en la etapa crónica 
de la infección de T. cruzi. 
 
 
 
 
 
Tabla 3_ Niveles serológicos de enzimas asociadas a cardiomiopatía 
Dpi SControl SGM-CSF SCz SCz+SGM-CSF Enzimas 
 82.8±30.4 25.31±5.7 315.0±4.7 4.7±0.6** CK 
35 2576±618 1665±754 1425±263 778±217* LDH 
 115.5±63 44.5±7.8 37.6±5.6 28.5±3.9* AST 
 39±10.8 27±7.6 18.7±6.9 10.33±2.3* CK 
100 2673±615 614±22.5* 670±343* 533.7±50.9* LDH 
 43.82±3.5 28.7±3.4 27.9±2.3 29.33±1.7* AST 
Los resultados representan la media de 7 determinaciones ±  error estándar, y son representativos 
de 3 experimentos independientes. *p<0.05; **p<0.01. 
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Figura 19. Daño tisular en ratones tratados con Salmonella durante la etapa aguda de 
la infección. Ratones C3H/HeN infectados fueron tratados por vía oral con 2 dosis de SCz, 
SGM-CSF o SCz+SGMCSF. Cien dpi, las secciones de los cuádriceps fueron teñidas con 
H/E y observadas al microscopio (40x). (A) músculo esquelético de ratones controles, 
mostrando necrosis, calcificaciones y perivasculitis. (B) Ratones tratados con SCz exhiben 
zonas de necrosis muscular y (C) ratones tratados con SCz+SGM-CSF muestran una 
importante reducción en infiltrados mononucleares.  
 
 
2.2. Tratamiento durante la infección CRÓNICA de la infección por T. cruzi 
2.2.1. Respuesta celular específica in vivo e in vitro 
Analizamos posteriormente la capacidad terapéutica de Salmonella como transportador de 
Cz, al ser administrado durante la etapa crónica de la infección, a los 3 meses del desafío con 
una dosis subletal de tripomastigotes. 
Se analizó la respuesta celular in vivo por DTH frente a los antígenos rCz y F105. 
Observamos que sólo los animales que recibieron ambos plásmidos conjuntamente 
presentaron una significativa respuesta celular. La induración observada en la almohadilla 
plantar 48 h después de la inyección intradérmica de rCz o F105 fue 3 veces mayor en el grupo 
SCz+SGM-CSF respecto al control, mientras que en el grupo SCz no se observamos 
diferencias significativas. Estos resultados fueron similares a los obtenidos al inmunizar con 
los plásmidos desnudos (Fig. 20).  
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Figura 20. Respuesta celular. Se estudió en ratones C3H/HeN que fueron infectados con 
una dosis subletal de tripomastigotes de T. cruzi y tratados con Salmonella 90 dpi. La 
respuesta celular se determinó in vivo a los 90 días postratamiento por medio de una DTH, 
midiendo la almohadilla plantar antes y 48 h luego de la inoculación intradérmica de rCz 
(A) o F105 (B). In vitro se evaluó mediante proliferación de esplenocitos de los ratones 
sacrificados 180 dpi. Las células fueron re-estimuladas 5 días con 10 µg/ml de rCz (C) o de 
F105 (D). Se agregó 1 µCi/pocillo de Timidina (H)3 18 h antes de su lectura. Los resultados 
se expresaron como las cpm de las células estimuladas menos las cpm del basal. Las barras 
representan el promedio de cada grupo ± Error Estándar y son representativas de 3 
experimentos independientes. *p<0.05. 
 
 
Posteriormente evaluamos la respuesta linfoproliferativa in vitro de los esplenocitos de 
ratones infectados y tratados frente a rCz y F105 a los 180 dpi. Ambos estímulos generaron 
una significativa respuesta específica en el grupo tratado con ambos plásmidos, al igual que lo 
observado con la estimulación in vivo (Fig.  20C y D).  
Estos resultados muestran que el tratamiento con Salmonella transportando el ADN 
codificante para Cz junto al de GM-CSF administrados durante la etapa crónica de la infección, 
desencadenan una importante respuesta celular, no solo contra Cz sino también contra todos 
los antígenos parasitarios. 
2.2.2. Efecto del tratamiento en la prevención del daño tisular 
El efecto preventivo del tratamiento durante la infección crónica, con Salmonella como 
sistema de delivery de los plásmidos, sobre el daño tisular fue evaluado en muestras de suero 
de los animales a los 90 días post-tratamiento. Al determinar la actividad sérica de las enzimas 
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54 
marcadoras de daño tisular LDH, CK y AST observamos valores significativamente menores 
en los animales inmunizados con ambos plásmidos, similar al tratamiento con plásmido 
desnudo (Tabla 4). En todos los casos, la disminución observada en los tratados solo con Cz 
no fue significativa. 
 
 
Tabla 4_ Niveles serológicos de enzimas asociadas a cardiomiopatía 
Enzimas SControl SCz SCz+SGM-CSF 
CK 83.8±33 30.0±8.9 10.8±2.2* 
LDH 1461±231 1205±320 225.1±62.9* 
AST 52.1±2.8 37.1±5.3 32.3±3.5* 
Los resultados representan la media de 7 determinaciones ± error estándar, y son 
representativos de 3 experimentos independientes. *p<0.05. 
 
 
 
El análisis histológico de tejido cardíaco mostró en los controles un ligero aumento de 
celularidad y muy escasos infiltrados, agregados y calcificaciones distróficas. Estas 
calcificaciones no se observaron en los ratones tratados con SCz aunque un leve aumento se 
observó en el número de células e infiltrados. Los animales tratados con ambos plásmidos 
presentaron una histología compatible a un corazón no infectado, con algunas calcificaciones 
próximas al endocardio. Más aún, en músculo esquelético, los animales tratados con 
SCz+SGM-CSF presentaron sólo leves perivasculitis mientras que en los controles 
observamos perivasculitis con alteraciones degenerativas de las fibras musculares y 
calcificaciones, además de escasos infiltrados entre las fibras musculares. El grupo tratado con 
SCz presentó abundantes calcificaciones (Fig. 21).  
En conjunto estos resultados avalan el tratamiento con SCz+SGM-CSF en la fase crónica de 
la infección chagásica, disminuyendo el daño tisular. Si bien resultados similares se obtuvieron 
con la administración de ADN desnudo, la administración por vía oral de Salmonella constituye 
una ventaja importante para la vacunación. 
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Figura 21. Estudio histopatológico en músculo esquelético de ratones tratados en 
etapa crónica. Músculo esquelético extraído a los 90 días de la última inmunización. (A) 
Ratones controles que recibieron 2 dosis de Salmonella con plásmido sin inserto, se observan 
calcificaciones, alteraciones degenerativas musculares, perivasculitis e infiltrados linfo-
monocitarios; (B) Inmunizados con SCz, mostrando pequeños infiltrados inflamatorios; (C) 
Ratones tratados con dos dosis de SCz+SGM-CSF muestran escasa perivasculitis y escasos 
infiltrados intersticiales.  Tinción con H/E, aumento, 40.
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II. Caracterización funcional de los antígenos recombinantes  
Dado los resultados obtenidos con los plásmidos codificando Cz, que para actuar como 
vacuna se expresa dentro de las células de mamífero, y habiendo clonado y expresado también 
un inhibidor específico natural de la actividad enzimática de Cz (Chg), estudiamos a 
continuación la interacción, funcionalidad y el efecto sobre las CPA de ambas moléculas 
recombinantes. 
1. Evaluación de la actividad enzimática 
Chagasina (Chg), es un inhibidor de proteasas recientemente descubierto en T. cruzi. Se une 
fuertemente y de manera reversible a la principal cisteín proteasa y factor de virulencia de este 
patógeno, Cz, por lo que ha sido propuesta como un regulador endógeno del parásito. Con el 
objetivo de estudiar la interacción entre ambas proteínas, clonamos y expresamos rChg. Para 
ello, se transformaron células BL21 con la secuencia de Chg ligada al plásmido pET23a, se 
indujo la expresión con IPTG y se purificó la proteína en condiciones nativas con 
concentraciones crecientes de imidazol. El rendimiento obtenido fue de 1.524 mg/ml. La 
pureza e identidad de Chg fue estudiada por SDS-PAGE y Western Blott revelado con 
anticuerpo monoclonal anti-His, mostrando la presencia de una molécula de 12.5 kDa, la cual 
es coincidente con la esperada por la secuencia de aminoácidos. 
Una vez que obtuvimos la proteína, decidimos evaluar si rChg era funcionalmente activa, y 
por lo tanto capaz de inhibir in vitro la actividad enzimática de Cz sobre el sustrato 
fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC. 
La molécula de Cz madura está constituida por dos dominios: uno catalítico (N-terminal), en 
donde reside la actividad enzimática, con alta homología con catepsina L y papaína, y otro sin 
actividad enzimática, el carboxilo terminal (CCz), cuya función no se conoce con claridad. En 
un primer paso analizamos la actividad de las proteínas recombinantes expresadas en nuestro 
laboratorio: Cz y su dominio amino terminal (NCz) sobre el sustrato sintético Z-Phe-Arg-
AMC. No observamos un incremento de la fluorescencia al realizar el ensayo con la proteína 
completa: rCz, sin embargo, detectamos degradación de Z-Phe-Arg-AMC en presencia del 
dominio NCz en las concentraciones de 1.5 y 6 µg/ml. Así mismo, al preincubar NCz con el 
inhibidor específico de cisteín proteinasas, E-64, observamos que esta actividad se anulaba 
(Fig. 22A y B).  
Posteriormente, se incubaron 6 µg/ml del dominio NCz en ausencia y en presencia de 
diferentes cantidades de rChg. Observamos una disminución de la fluorescencia en función del 
tiempo dependiente de la cantidad de Chg agregada (Fig. 22C). Estos resultados ponen en 
evidencia que rChg es capaz de inhibir la actividad del dominio NCz de manera dosis 
dependiente. Estos resultados indicarían que expresamos en nuestro laboratorio Chg 
recombinante funcionalmente activa.  
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Resultados similares obtuvimos al incubar un lisado de epimatigotes de T. cruzi (ricos en 
actividad cisteín proteasa) en presencia de rChg, observando una disminución de la 
degradación del sustrato fluorogénico, incluso a valores similares a los obtenidos en presencia 
del inhibidor específico E-64 (Fig 22D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22. Actividad enzimática e inhibidora de rCz y rChg. Se incubó Cz o su dominio 
con el sustrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC, en una concentración de 10 µM y se 
monitoreó la fluorescencia a 37 °C de la 7-aminometilcumarina (AMC) liberada cada 10 seg, 
a una longitud de onda de 355 nm de excitación y 460 nm de emisión. (A) Actividad de rCz 
y NCz en función del tiempo (seg) en presencia o no de su inhibidor químico E64; (B) 
Pendiente de la actividad enzimática vs tiempo; (C) Log de la actividad enzimática relativa 
de NCz, en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de Chg; (D) Log de la 
actividad enzimática en función del tiempo de un lisado de epimastigotes de T. cruzi, junto 
a los inhibidores de cistein proteinasas E-64 y rChg. 
   
 
2. Efecto inmunomodulador de los antígenos sobre células presentadoras 
Comprender el rol de antígenos parasitarios y como éstos afectan a las células del sistema 
inmune, es un conocimiento fundamental para el diseño de nuevas estrategias de tratamiento 
y prevención de la enfermedad de Chagas. Dado que las células dendríticas (CD) y macrófagos 
son células presentadoras de antígenos (CPA) que regulan la respuesta de células T frente a 
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58 
la infección por T. cruzi, evaluamos in vitro, el efecto de la interacción de rCz y rChg, sobre 
macrófagos peritoneales (MP) y CD obtenidas a partir de ratones hembras C3H/HeN.  
Más allá del efecto que el complejo Cz+Chg tiene sobre la diferenciación del parásito 
(metaciclogénesis) y por consiguiente sobre la capacidad de infección (Santos 2005), nos 
interesó conocer cómo la administración de estas dos proteínas puede estar afectando a las 
CPA. Como primer paso, cultivamos (CD) de médula ósea de ratón (previamente diferenciadas 
con GM-CSF) en presencia de las proteínas recombinantes rCz o rChg en diferentes 
concentraciones (1, 10 y 100 µg/ml). Observamos un aumento en la expresión de moléculas 
de clase II (CMH-II) en la superficie de CD cultivadas con ambas proteínas, siendo estas 
diferencias más notorias a 10 µg/ml de rCz y rChg (Fig. 23A). El mismo comportamiento fue 
observado al evaluar su expresión en MP obtenidos a partir de estos mismos ratones (Fig. 
23B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Análisis de la expresión de CMH II en (A) células dendríticas (CD) y (B) 
macrófagos peritoneales (MP) obtenidos de ratones C3H/HeN, luego de 24 h de incubación 
con rCz o rChg en las concentraciones 1, 10 y 100 µg/ml. 
 
A continuación, dado que estas proteínas fueron purificadas a partir de cultivos bacterianos, 
quisimos descartar que el efecto observado sobre las CPA, pudiera deberse a contaminaciones 
con endotoxinas que pudieran estar presentes en las proteínas, a pesar que las mismas habían 
sido depletadas de LPS usando columnas de polimixina B. Para ello realizamos cultivos con 
CD y MP obtenidos de ratones Balb/c knock out para TLR4- (LPSd) en presencia de rCz y 
rChg. Confirmamos que el aumento de CMH-II era debido a la interacción de las proteínas 
recombinantes con macrófagos (Fig. 24A y B) y CD (no mostrado).  
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Figura 24. Análisis de la expresión de moléculas CMH II en MP de ratones LPSd, incubados 
con rCz o rChg, analizado por citometría de flujo. (A) Porcentaje de células CMH-II 
positivas. (B) Histograma representativo. 
 
A partir de estos resultados, continuamos los estudios de las moléculas recombinantes con 
células de ratones C3H/HeN. Dado que los macrófagos son las principales células blanco de 
la infección, como así también las principales encargadas de la eliminación del parásito a través 
de la producción de óxido nítrico (ON) (Zalloum, 2011), decidimos evaluar la producción de 
este mediador en cultivos primarios de macrófagos. Para ello, los MP de ratones C3H/HeN, 
fueron incubados con 10 µg/ml de rCz o rChg durante 48 h. Observamos un incremento 
significativo de la producción de ON en el sobrenadante de las células estimuladas con ambas 
proteínas recombinantes (Fig. 25A). Este efecto desaparecía cuando los MP fueron incubados 
con las proteínas desnaturalizadas por calor y se mantenían con una producción similar cuando 
se co-incubaban con polimixina A (Fig. 25A), corroborando la ausencia de endotoxina en las 
proteínas recombinantes. En la Fig. 25B se puede observar que en la incubación conjunta de 
rCz y su inhibidor Chg, se mantiene el efecto inmunomodulador de ambas proteínas, 
aumentando la producción de ON respecto a los macrófagos sin estímulo, pero sin un efecto 
aditivo de ambas proteínas recombinantes. 
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Figura 25.  Producción de ON en el sobrenadante de MP incubados con rCz o rChg. 
Las células extraídas de ratones C3H/HeN se incubaron por 48 h en presencia de las 
proteínas recombinantes (Cz y Chg), solas o en presencia de polimixina (Cz+pmx y 
Chg+pmx) y de las proteínas desnaturalizadas por calor (Cz* y Chg*). Como controles se 
incubaron las células con medio (C-) o en presencia de LPS+IFN-γ (C+). Los ensayos se 
realizaron por triplicado y se midió la producción de nitritos con reactivo de Griess.  
*p<0.05; *** p<0.001.  
 
A continuación evaluamos en el sobrenadante de los MP incubados en presencia de las 
proteínas, la producción de citoquinas por ELISA de captura. En este caso, además de analizar 
la co-incubación de rCz con rChg, realizamos también los cultivos en presencia de los dominios 
de Cz, NCz y CCz.  
Al incubar MP con las proteínas recombinantes, estas células liberan al medio de cultivo a 
las 24 h, las citoquinas (TNF-α e IL-12) encargadas de direccionar linfocitos T hacia una 
respuesta inflamatoria con perfil TH1, tanto frente a rCz, como frente al estímulo con rChg. 
Sin embargo, observamos un comportamiento diferencial interesante de los dominios de Cz 
frente a la liberación de IFN-γ. Mientras el dominio NCz incrementa los niveles de IL-12, 
IFN-γ y TNF-α, el CCz presenta niveles similares a los controles sin estimular, de IFN-γ a 
las 24 y 48 h de incubación. Además, estas células luego de la incubación con CCz liberan 
cantidades significativas de IL-10 al medio de cultivo, lo que podría sugerir un efecto 
inmunomodulador hacia un perfil regulatorio. Una respuesta similar se observó frente al 
estímulo con rChg, detectándose niveles cercanos a 800 pg/ml de IL10.  
Es interesante destacar que la presencia de Chg en el medio de cultivo no alteró 
sustancialmente la producción de citoquinas por macrófagos estimulados con rCz o sus 
dominios (Fig. 26).  
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Figura 26.  Secreción de citoquinas por MP de ratones C3H/HeN. INF-γ (A, B), IL-12 
(C, D), TNF-α (E, F) e IL-10 (G, H). Los ensayos se realizaron por triplicado y se midió la 
producción citoquinas por ELISA de captura luego de 24 y 48 h de cultivo con las proteínas 
recombinantes rCz y rChg, como controles se incubaron con medio solo (C-) o con 
LPS+IFN-γ (C+).  *p<0.05; **p<0.1; *** p<0.001.  
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Continuando el análisis de la respuesta de las CPA a rChg, rCz y sus dominios, evaluamos la 
presencia de moléculas co-estimulatorias en su superficie. En MP observamos un incremento 
en la expresión de CD86 luego de 24 h de incubación con rCz, sus dominios, Chg o la 
combinación de ambos antígenos (Fig. 27A), sin embargo al evaluar la expresión de CMH-II, 
notamos una disminución en la expresión, en la superficie de MP que fueron incubados por 24 
h con el dominio C-Cz (Fig. 27B). Este hallazgo, junto con el incremento de la producción de 
IL-10 y los bajos niveles de IFN-γ observado al estimular con el dominio C-terminal de Cz 
podrían participar así en el mecanismo de escape del parásito a una respuesta inmune capaz de 
controlar la infección. Al respecto, otros autores Chan (2010) y Koppelman (1997) también 
encontraron que la liberación de IL-10 estaría en relación con la disminución de moléculas de 
superficie CMH-II en macrófagos. Llamativamente la presencia de rChg en el medio revierte 
esta situación, incrementando la expresión de CMH-II en macrófagos, respecto al control.  
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Figura 27. Evaluación de la expresión de las moléculas co-estimulatorias de superficie, 
CD86 y CMH-II sobre la superficie de MP de ratones C3H incubados durante 24 h con 
NCz, CCz, rCz, y/o rChg. (A) Porcentaje de células CD86+. (B) Porcentaje de células CMH-
II positivas. (C-K) Dot plots representativos, CHM-II (PE-Cy7) vs CD86 (PE-Cy5). 
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Figura 28. Evaluación de la capacidad endocítica por (A) Microscopía de Fluorescencia. 
40x (I: control, II: rCz+rChg) y (B y C) por Citometría de Flujo. Las células fueron 
incubadas con las proteínas durante 24 h y luego una hora con OVA-FITC. (B) Dot plots 
representativos (D) porcentaje de células FITC+.  
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Finalmente, para evaluar la capacidad endocítica de las células presentadoras de antígeno en 
presencia de rCz y/o rChg, realizamos cultivos primarios de CD incubadas con dichas 
proteínas durante 24 h, y luego 1 h en presencia de OVA-FITc. Las células fueron montadas 
en porta objetos con PBS/glicerol al 10%, observando una fuerte fluorescencia en las células 
cultivadas en presencia de ambas proteínas recombinantes (Fig. 28A II), no así en los controles 
(Fig. 28A I). 
Posteriormente, para cuantificar lo observado, las células fueron analizadas por citometría 
de flujo en presencia de azul tripán. Observamos un incremento de la fluorescencia en las 
células incubadas con las proteínas recombinantes, respecto a los controles donde no se 
observó fagocitosis de la OVA-FITC (Fig. 28B y C).  
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III. Vacunación terapéutica empleando Cz y su inhibidor Chagasina 
1. Tratamiento con Cz y Chg durante la etapa AGUDA de la infección 
En un intento por mejorar la protección conferida por el tratamiento terapéutico con el ADN 
codificante de Cz evaluamos in vivo la coadministración de ambas proteínas: Cz y Chg. Los 
ensayos se realizaron con Salmonella como delivery de los ADN codificante de cada antígenos. 
1.1. Efecto del tratamiento sobre la parasitemia y sobrevida 
Con el fin de evaluar la capacidad protectora de Chg cuando es usada como inmunógeno, 
ratones C3H/HeN infectados con T. cruzi fueron tratados con su ADN codificante 
transportado por Salmonella (SChg). Teniendo presente, además la capacidad adyuvante del 
GM-CSF al ser administrado con Cz fue también incluido en los tratamientos terapéuticos.  
Finalmente, para analizar si la protección conferida bajo el tratamiento inmunoterapéutico 
con SCz+SGM-CSF podía ser mejorada, incluimos un grupo de ratones que fue tratado con 
dichas construcciones junto a SChg (SCz+SChg+SGM-CSF). Así, ratones infectados con 
tripomastigotes de T. cruzi, recibieron tres dosis de tratamiento a los días 0, 10 y 20 pi con: 
Salmonella transportando el pCDNA sin inserto (SControl), SChg+GM-CSF, SCz+SGM-CSF 
y SCz+SChg+SGM-CSF. 
Al analizar las curvas de parasitemia en los ratones infectados y tratados, observamos una 
disminución respecto al grupo control (AUC: 158.6) en los grupos tratados con SChg+GM-
CSF (AUC: 87.28), SCz+SGM-CSF (AUC: 69.63) y SCz+SChg+SGM-CSF (AUC: 54.75) 
(Fig. 29 A y B). 
Determinamos además el peso de los ratones, como una medida indirecta del estado 
fisiológico de los ratones de cada grupo, observando una ganancia de peso en todos los ratones 
tratados respecto a los controles (Fig. 29C). Los ratones controles perdieron peso durante la 
fase aguda de la infección, y el 100 % de ellos fallecieron al día 34 pi. Por el contrario, los 
ratones que recibieron los tratamientos con Salmonella transportando Cz en forma conjunta 
con Chg, tuvieron una sobrevida del 75% (*p<0.05) (Fig. 29D), mientras que en los ratones 
tratados con SCz+SGM-CSF y SChg+GM-CSF la sobrevida fue menor (60 y 40%, 
respectivamente).  
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Figura 29. Protección contra T. cruzi en animales que recibieron tres dosis de Salmonella 
durante la fase aguda de la infección, transportando Chg y/o Cz junto a GM-CSF. (A) La 
parasitemia fue determinada cada 2-3 días en sangre fresca. Los símbolos representan la 
media ± el error estándar, *p<0.05, **p<0.001. (B) Área bajo la curva. (C) Cambio en el 
peso de los ratones inmunotratados. (D) Sobrevida evaluada diariamente. Estos resultados 
son representativos de tres experimentos independientes. 
 
 
1.2. Título de anticuerpos en los ratones inmunotratados 
En otro lote de ratones infectados con una dosis subletal de tripomastigotes, superada la 
etapa aguda de la infección decidimos tomar muestras séricas con el fin de determinar la 
presencia de anticuerpos IgG específicos para rCz, rChg y el lisado antigénico F105. A los 35 
dpi se observó un incremento significativo de anticuerpos frente a rCz y a F105 en los grupos 
que recibieron SCz+SGM-CSF y SCz+SGM-CSF+SChg (Fig. 30B y C), pero no así en el 
grupo que solo recibió SChg+SGM-CSF. Sin embargo este grupo tuvo títulos de IgG 
específicos para Chg significativos respecto a los controles (Fig. 30A). Estos resultados 
sugieren que la respuesta es frente al antígeno inmunizante y no a la Chg liberada por el 
parásito durante la infección A los 100 dpi las respuestas observadas fueron similares a las 
observadas a los 35 dpi (Fig. 30D, E y F). 
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Figura 30. Títulos de anticuerpos a los 35 y 100 dpi en ratones tratados durante la fase 
aguda de la infección con T. cruzi. Los ratones desafiados con tripomastigotes de la cepa RA 
fueron tratados con 3 dosis de Salmonella transportando los distintos antígenos por vía oral. 
Títulos de IgG totales anti-rChg (A y D), anti-rCz (B y E) y anti-F105 (C y F) en sueros 
obtenidos a los 35 (A, B y C) y 100 (D, E y F) dpi. Las barras representan el promedio de 7 
determinaciones y son representativas de 3 experimentos independientes. *p<0.05, 
**p<0.01. 
 
 
Solo el grupo que recibió ambos antígenos junto a SGM-CSF (SChg+SCz+SGM-CSF) tuvo 
una respuesta humoral significativa frente a todos los antígenos a los dos tiempos evaluados. 
1.3. Análisis de la respuesta celular 
Con el fin de determinar si la baja en la parasitemia durante la etapa aguda fue debido a un 
incremento en la repuesta inmune celular específica, decidimos realizar un ensayo in vivo de 
hipersensibilidad retardada. Para ello, a los 35 y a los 100 dpi medimos el grosor de la 
almohadilla plantar antes y 48 h después de la inoculación de los antígenos. En esta 
oportunidad se les inoculó rCz o rChg y como se esperaba al finalizar la etapa aguda, los grupos 
tratados con las diferentes estrategias, respondieron frente a la estimulación con su 
correspondiente antígeno (Fig. 31A y B). Esta respuesta celular se mantuvo durante la etapa 
crónica, pudiéndose observar una respuesta significativa frente a rCz en el grupo tratado con 
SCz+SGM-CSF respecto a los controles (0.136 ± 0.05 vs 0.01 ± 0.01 mm) (Fig. 31C). El 
grupo tratado con SChg+SGM-CSF presenta una respuesta significativa (p<0.01) respecto a 
los controles a los 100 dpi frente a la estimulación con rChg (Fig. 31D). Mientras que el grupo 
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que recibió el tratamiento con ambos antígenos (SChg+SCz+SGM-CSF) desarrolló una 
respuesta significativa frente a la estimulación con rCz como frente a rChg (Fig. 31C y D). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. Respuesta celular in vivo. Los ratones fueron tratados con Salmonella 
transportando los plásmidos de Chg y/o Cz junto a GM-CSF. Se realizó una DTH se a los 
35 (A y B) y 100 (C y D) dpi en la almohadilla plantar antes y 48 h luego de la inoculación 
intradérmica de rCz (A y C) o rChg (B y D). Las barras representan el promedio ± Error 
Estándar y son representativas de 3 experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01. 
 
Para estudiar con más detalle la respuesta celular, durante la fase crónica de la infección, a 
los 100 dpi, los ratones fueron sacrificados y se evaluó la respuesta linfoproliferativa in vitro 
frente a los distintos antígenos. Para lo cual, se extrajeron los esplenocitos y se reestimularon 
con rCz, rChg o el lisado de antígenos parasitarios (F105) durante 5 días. Dieciocho horas 
previas a ser cosechadas, se les incorporó timidina para evaluar la proliferación. Como se puede 
observar en la figura 32A vimos una significativa respuesta celular frente a rCz en el grupo 
tratado con SCz+SGM-CSF. En el grupo tratado con SChg+SCz+SGM-CSF la respuesta 
linfoproliferativa fue significativa respecto a los controles (p<0.05) al ser estimulados tanto 
con rCz, rChg y más fuerte cuando son estimulados con F105 (p<0.01) (Fig. 32A-C), lo que 
permitiría un mejor control del parásito en el caso de una reactivación o re-infección. 
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Figura 32. Respuesta celular in vitro. Ratones infectados y tratados con los diferentes 
plásmidos transportados por Salmonella, fueron sacrificados a los 100 dpi.  Los esplenocitos 
fueron re-estimuladas con 10 µg/ml rCz (A), rChg (B) o F105 (C) por 5 días. Se agregó 1 
µCi/pocillo de Timidina (H3) 18 h antes de ser cosechado. Los resultados se expresan como 
las cpm de células tratadas menos las cpm del basal. Las barras representan el promedio de 
cada grupo ± Error Estándar y son representativas de 3 experimentos independientes. 
*p<0.05, **p<0.01. 
 
En esplenocitos de estos mismos ratones evaluamos además la producción intracelular de 
IFN-γ por citometría de flujo. Para ello, esplenocitos extraídos a los 100 dpi fueron incubados 
por 5 h con los antígenos rCz, rChg y F105 y se midió por citometría la producción intracelular 
de IFN-γ. Observarmos una mayor producción de IFN-γ en los esplenocitos de grupos 
tratados cuando eran estimulados con el lisado de antígenos parasitarios, respecto a las células 
sin estimular (Fig. 33), incluso respecto a las células estimuladas de los ratones controles. Los 
esplenocitos provenientes del grupo de ratones tratados con SChg+SCz+SGM-CSF, 
presentaron niveles de interferón gama significativos incluso al ser estimulados con los 
antígenos purificados respecto a los esplenocitos sin estimular del mismo grupo. Lo mismo 
pudimos observar en el grupo de SCz+SGM-CSF al ser estimulados con rCz, no así en el 
grupo de SChg, que sólo respondió en forma significativa frente a F105. 
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Figura 33. Producción intracelular de IFN-γ por esplenocitos totales de ratones 
infectados e inmunotratados durante la fase aguda. A los 100 dpi los esplenocitos fueron 
estimulados con rChg, rCz y F105 y se determinó la producción de INF-γ por citometría de 
flujo. Las barras representan el promedio de cada grupo ± Error Estándar y son 
representativas de 3 experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01, p<0.001. 
 
1.4. Evaluación del tratamiento sobre el daño tisular 
En los animales que superaron la etapa aguda de la infección evaluamos el efecto de los 
distintos tratamientos sobre el daño tisular característico de la infección crónica por T. cruzi. 
Para ello tomamos muestras séricas de los ratones infectados y tratados a los 35 y 100 dpi. En 
estos sueros se evaluó la actividad de las enzimas CK y CK-MB, cuya elevación sérica 
constituye un indicador de injuria de miocardio, así como el aumento de CK-MB respecto a 
CK. Como se puede observar en la tabla 5 los valores CK y CK-MB fueron menores en los 
ratones que recibieron las tres dosis de Salmonella transportando los distintos antígenos 
respecto a los controles, tanto a los 35 dpi como al llegar a la etapa crónica (100 dpi). Sin 
embargo esta diferencia solo fue significativa en el grupo que recibió la combinación de 
Salmonellas transportando las dos proteínas junto al ADN de GM-CSF (SChg+SCz+SGM-
CSF). Más importante aún fue que en este grupo prácticamente no hubo diferencias entre los 
valores medidos para ambas enzimas (6.11±0.96 vs 5.78±0.47 a los 35 dpi y 4.72±1.05 vs 
6.67±1.09 a los 100 dpi), siendo una referencia de un buen estado general del tejido. En los 
sueros del grupo control los valores de actividad fueron hasta diez veces superiores 
(64.66±4.78 vs 19.81±1.90 a los 35 dpi y 52.45±13.99 vs 26.41±6.67). 
IFN- 
SC
ont
rol
SC
hg+
SG
M-
CS
F
SC
z+S
GM
-CS
F
SC
z+C
hg+
SG
M-
CS
F
0
2
4
6
8 Sin estímulo
rCz
rChg
F105 **
**
*
***
**
***
%
 C
é
lu
la
s 
IF
N
+
Resultados III: ADN transportado por Salmonella_ Cz+Chg 
 
 
72 
 
 
 
Para completar el análisis del daño tisular en músculo cardíaco y esquelético en estos ratones 
infectados y tratados, a los 100 dpi realizamos observaciones histológicas de sus tejidos. Como 
se describió en los experimentos anteriores al analizar músculo cardíaco en los ratones 
infectados con la cepa RA, no identificamos diferencias histopatológicas entre los grupos 
tratados y controles, sólo algunos infiltrados pericárdicos principalmente en la zona 
ventricular derecha. Sin embargo al analizar los cortes histológicos correspondiente a músculo 
esquelético observamos en el grupo control necrosis de las fibras musculares y numerosos 
infiltrados inflamatorios multifocales y difusos. En algunos animales controles se observaron 
además focos confluentes y calcificaciones distróficas en zonas de necrosis. Con respecto a los 
grupos tratados, principalmente los que recibieron SCz, presentaron pocas zonas necróticas y 
focos inflamatorios aislados e inespecíficos. 
A partir de lo observado en los cortes histológicos establecimos el siguiente índice de 
inflamación que nos permitió semicuantificar los focos inflamatorios: asignamos el valor 1 
cuando se observaba un foco, 2 a múltiples focos confluentes y 3 si no eran confluentes; si los 
focos eran difusos les asignamos el valor 4 (Fig. 34).  
 
  
 
 
 
 
 
Tabla 5_ Niveles serológicos de enzimas asociadas a cardiomiopatía 
Dpi SControl SChg +  
SGM-CSF 
SCz + 
SGM-CSF 
SChg + SCz  
+ SGM-CSF 
Enzimas 
35 64.66±4.78 27.83±13.55 17.38±3.53 6.11±0.962* CK 
 19.81±1.90 10.73±0.47 7.78±1.227 5.78±0.47** CK-MB 
100 52.45±13.99 23.78±13.00 11.05±6.04 4.72±1.05 CK 
 26.41±6.67 6.52±1.17 6.60±1..90 6.67±1.09 CK-MB 
Los resultados representan la media de 7 determinaciones ± error estándar, y son representativos de 3 
experimentos independientes. *p<0.05; **p<0.01. 
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Figura 34.  Evaluación del daño tisular. A los 100 dpi evaluamos el estado general de los 
tejidos musculares en todos los grupos inmunotratados con Salmonella transportando los 
distintos antígenos durante la etapa aguda de la infección. A partir de la observación de los 
cortes histológicos se estableció un índice de inflación estableciendo: el valor 1 cuando se 
observaba un foco; 2 a múltiples focos confluentes y 3 si no eran confluentes; si los focos 
eran difusos les asignamos el valor 4.  
 
2. Tratamiento de Cz junto a Chg durante la etapa CRÓNICA de la infección 
Por último, dada la falta de un tratamiento efectivo para la enfermedad de Chagas una vez 
avanzada la infección parasitaria, decidimos evaluar el efecto de la administración del ADN de 
los antígenos parasitarios transportados por Salmonella atenuada, durante la etapa crónica de 
la infección por T. cruzi. En esta oportunidad, los ratones C3H/HeN fueron infectados por vía 
intradermoplantar con la cepa RA y recibieron tres dosis de tratamiento a partir de los 100 
dpi. Así, tres grupos fueron tratados con SChg y/o SCz junto a SGM-CSF (SChg+SGM-CSF, 
SCz+SGM-CSF y SChg+SCz+SGM-CSF), como control se administraron 3 dosis de S sin 
inserto (SControl).  
Luego de 100 días de la última inmunización inoculamos los antígenos rChg y rCz en las 
almohadillas plantares de las patas traseras derecha e izquierda respectivamente. Se midió el 
grosor de las almohadillas plantares previa a la inoculación y 48 h después para estudiar la 
respuesta celular generada. Frente a ambos antígenos la respuesta fue significativamente 
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mayor en los grupos tratados con el respectivo ADN solo o combinado, y significativa respecto 
al grupo control en los ratones tratados con SChg+SCz+SGM-CSF (Fig. 35A y B).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35. Respuesta celular in vivo. Reacción de hipersensibilidad retardada (DTH) 
determinada a los 250 dpi, luego de la inoculación intradérmica de rChg (A) o rCz (B). Los 
ratones fueron tratados durante la etapa crónica con Salmonella transportando los plásmidos 
de Chg y/o Cz junto a GM-CSF. Las barras representan el promedio ± Error Estándar y 
son representativas de 3 experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01. 
 
La eficacia de un tratamiento efectivo frente a la infección por T. cruzi, se traduciría en la 
prevención del daño tisular causado por el parásito en la etapa crónica de la infección. Para 
ello tomamos muestras séricas a los 250 dpi con el fin de evaluar la actividad de las enzimas 
marcadoras de daño tisular.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36. Actividad sérica de enzimas marcadoras de daño muscular. CK (A) y CK-
MB (B) en ratones C3H/HeN infectados con una dosis subletal de T. cruzi y tratados 
durante la etapa crónica. Los animales fueron tratados por vía oral a los 100 dpi con 3 dosis 
de los plásmidos codificando los diferentes antígenos transportados por Salmonella. La 
actividad enzimática se determinó por espectrofotometría empleando kits comerciales. Las 
barras representan el promedio de cada grupo ± Error Estándar. *p<0.05, **p<0.01. 
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En todos los grupos observamos una disminución de la actividad sérica de CK y CK-MB 
respecto a los controles (Fig. 36A y B), siendo esto un claro indicador que la terapia, aplicada 
luego de pasada la etapa aguda de la infección, es efectiva en la prevención del daño cardíaco 
característico de la enfermedad de Chagas. 
En conjunto, estos resultados indicarían la eficacia del tratamiento inmunoterapéutico con 
SChg+SCz+SGM-CSF en la infección por T. cruzi, tanto si el tratamiento se aplica en la etapa 
aguda, como en la etapa crónica de la infección. Más aun, con esta estrategia de vacunación 
logramos mejorar la protección conferida por la administración de los antígenos en forma 
individual. 
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Discusión 
En los últimos años se han realizado numerosos avances en la biología T. cruzi y de la 
fisiopatogenia de la enfermedad de Chagas. Sin embargo, todavía se generan controversias 
respecto de los criterios de tratamiento, ya que los únicos fármacos actualmente disponibles 
son nifurtimox y benznidazol, descubiertos en 1965 y en 1971, respectivamente (Lepesheva, 
2013). Estos compuestos poseen serios y variados efectos adversos, que promueven en muchos 
casos la interrupción temprana del tratamiento y, junto a la emergencia de cepas resistentes al 
benznidazol, contribuyen al fracaso de la terapia convencional. Estas consideraciones, sumado 
a que el parásito ha evolucionado y cuenta con mecanismos para evadir, modular e incluso 
utilizar la respuesta inmune del hospedador a favor suyo, conllevan a que el desarrollo de una 
terapia eficiente y segura contra T. cruzi siga siendo un desafío (Basso and Marini, 2014; 
Bermudez, 2016). 
Previamente, demostramos la eficacia de las vacunas profilácticas contra T. cruzi mediante 
la estimulación del sistema inmune con diferentes antígenos nativos o recombinantes, como 
Cz, Tc52 y Tc24, al ser administrados como vacuna preventiva. Observamos en los ratones 
inmunizados una disminución de la parasitemia e incremento de la sobrevida frente al desafío 
letal con tripomastigotes disminuyendo además el daño tisular característico de la enfermedad 
durante la fase crónica de la infección (Cazorla, 2008a; Frank, 2003; Cazorla, 2010b; Frank, 
2008).  
Actualmente existen alrededor de 16 a 18 millones de personas infectadas y ~120 millones 
de personas (~25% de la población latinoamericana) están expuestas a infectarse con el 
parásito, principalmente en zonas endémicas. Esto ubica a la enfermedad de Chagas como una 
de las parasitosis de mayor importancia médica, sin embargo se la sigue considerando una 
enfermedad desatendida. Esta enfermedad crónica suele ser diagnosticada en etapas avanzadas 
de la infección, y la gran mayoría de las personas viven con las complicaciones de la fase crónica 
de la enfermedad, siendo entre 2 y 3 millones de personas las que actualmente se encuentran 
en esta etapa y un número similar entrará en esta fase en los próximos años (Rassi and Marin-
Neto, 2010). Frente a este panorama, el desarrollo de alternativas terapéuticas a los 
medicamentos actuales es de gran significancia y, respondiendo a esta necesidad, nosotros 
exploramos variantes de vacunas terapéuticas en este trabajo de tesis. 
Las vacunas a ADN han mostrado ser efectivas en una gran variedad de modelos preclínicos 
y es una tecnología que ha sido adoptada por varios investigadores. Este es el caso del grupo 
de Dumonteil que evaluaron la inyección intramuscular del ADN plasmídico codificando para 
TSA-1 o Tc24, entre otros antígenos, como terapia para ratones infectados (Dumonteil, 2004; 
Zapata-Estrella, 2006; Quijano-Hernández, 2013; Gupta, 2014). Así mismo, Pereira et al, 
resaltaron la importancia de la inmunoterapia, no solo en frenar el desarrollo de la patología 
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cardíaca, sino también en revertir el daño alcanzado (Pereira, 2015). Además, se han explorado 
varios inmunógenos (genes que codifican una variedad de proteínas de T. cruzi) y vías de 
distintas administración, así como el uso de inmunomoduladores, con resultados de protección 
parcial. En este sentido, numerosos estudios clínicos han evaluado a GM-CSF recombinante 
como monoterapia, en combinación con otros antígenos o como adyuvante de vacunas contra 
el cáncer (Chianese-Bullock, 2005; Kaufman, 2014), con resultados promisorios. Por ello, 
nosotros decidimos analizar la habilidad de plásmidos desnudos de distintos antígenos, en 
presencia del ADN de la citoquina hematopoyética GM-CSF, como co-estimulador de la 
administración del ADN de Cz, con el fin de tratar ratones con una infección por T. cruzi ya 
establecida.  
Sin embargo, es sabido que luego de la inyección intramuscular de ADN, la cantidad 
internalizada es del orden de los picogramos y luego de un par de días mucho menor, debido 
a que los plásmidos en células de mamífero no se replican. Esto resulta en que la cantidad 
disponible para la expresión génica es muy baja, por lo que deben aplicarse cantidades iniciales 
elevadas para obtener resultados satisfactorios (Wolff, 1990; Arce-Fonseca, 2015). En busca 
de alternativas para superar estas dificultades, surgió el uso de organismos vivos atenuados 
como sistema de delivery de ADN externo, que ofrece importantes ventajas respecto a la 
administración de ADN desnudo. Primero, la vacuna puede ser administrada por vía de 
mucosas, lo que facilita el tratamiento masivo para la erradicación de los patógenos. Además 
los tejidos linfoides asociados a mucosas, facilitan la captura de antígenos por células inmunes 
especializadas: macrófagos y células dendríticas, iniciando una fuerte respuesta humoral y 
celular, tanto localmente como sistémica. En nuestro laboratorio contamos con Salmonella 
enterica serovar Typhimurium aroA, una bacteria que se puede administrar por vía oral, se 
produce fácilmente, facilitando su implementación en campañas de vacunación. Previamente 
demostramos que Salmonella atenuada como sistema de trasporte del ADN codificante de 
antígenos heteorólogos estimula respuestas especifícas tanto a nivel sistémico como de 
mucosas (Cazorla, 2008a; Matos, 2014; Cazorla, 2015). Estos alentadores resultados 
observados mediante vacunas profilácticas basadas en Salmonella como sistema de transporte 
de vacunas mono o multicomponente, nos alentaron a evaluar este sistema en tratamientos 
terapéuticos, una vez que la infección por T. cruzi está establecida en el ratón.  
Considerando los antecedentes descriptos, en este trabajo de tesis se estudió la habilidad de 
las vacunas de ADN codificantes para Cz de inducir una respuesta inmune protectiva en 
ratones C3H/HeN infectados con T. cruzi. Para ello estudiamos dos sistemas de 
administración de la vacuna: 1- en forma de ADN desnudo, administrado por vía 
intramuscular, y 2- utilizando Salmonella como microorganismo atenuado transportador del 
ADN por vía oral. Evaluamos además, la coadministración de Cz con GM-CSF como 
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adyuvante, ya que este factor es importante en la diferenciación de células presentadoras de 
antígenos y para la generación de una respuesta Th1 necesaria para controlar la infección por 
T. cruzi (Tadokoro and De Almeida Abrahamsohn, 2001). 
En una primera etapa de este trabajo, se pudo demostrar que ratones infectados con dosis 
letales de tripomastigotes, al ser tratados con la combinación de plásmidos codificantes para 
Cz y GM-CSF, en etapas tempranas de la infección, tuvieron una elevada sobrevida respecto 
a los controles. Si bien observamos cierto grado de protección en ratones tratados 
monoterapéuticamente con el ADN de Cz o GM-CSF, la protección fue mayor en animales 
tratados con la combinación de ambos ADN (Cz+GM-CSF), los cuales presentaron una 
significativa reducción en la parasitemia comparado con los controles y un 100% de sobrevida 
(Fig. 9). Estos resultados muestran la capacidad terapéutica del tratamiento con Cz al ser 
administrado durante la fase aguda de la infección y que la coadministración de GM-CSF 
potencia su eficacia terapéutica al colaborar en la presentación de Cz, uno de los principales 
productos de secreción y muy importante para la invasión celular y sobrevida del parásito. La 
combinación de Cz+GM-CSF como vacuna terapéutica fue efectiva tanto en las estrategias 
ensayadas con ADN desnudo como en las basadas en Salmonella como delivery de los ADNs. 
Estos resultados contrastan con los obtenidos cuando ambos plásmidos fueron utilizados como 
vacunas profilácticas, donde la adición del ADN de GM-CSF al de Cz, no incrementó la 
protección (Cazorla, 2008a). Nuevos estudios serán necesarios para dilucidar las razones de 
este comportamiento diferencial. 
Posteriormente, con el objetivo de acercarnos más a lo que ocurre en la infección en 
humanos, en la que un reducido porcentaje (1-2%) de pacientes mueren por Chagas agudo  
(Segura, 1989), implementamos en ratón un modelo no letal de infección por T. cruzi 
infectando con un reducido número de parásitos (50 tripomastigotes/ratón). En este modelo, 
medimos la respuesta inmune desencadenada a los días 35 y 100 pi. Observamos que la vacuna 
terapéutica ensayada fue capaz de direccionar la respuesta hacia un perfil Th1 protectivo y 
sostenido en el tiempo, no solo contra Cz sino también, al menos, contra la variedad antigénica 
del parásito contenidos en la fracción F105 (Fig. 11). Cabe mencionar que Cz es uno de los 
componentes mayoritarios de esta compleja mezcla de antígenos solubles de T. cruzi. El sesgo 
a Th1 de la respuesta inmune lo evidenciamos por determinación de las subclases de 
inmunoglobulinas séricas específicas, donde el isotipo predominante fue IgG2a en todos los 
ratones tratados (Fig. 11). Hemos encontrado que GM-CSF co-administrado con Cz 
contribuye a la generación temprana y persistente de anticuerpos IgG específicos, 
particularmente IgG2a tanto en los ensayos con ADN desnudo como en los que utilizamos 
Salmonella como sistema de transporte de los antígenos. La relación IgG2a/IgG1, a los 35 y 
100 dpi, fue mucho mayor para los animales que recibieron el tratamiento conjunto con 
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Cz+GM-CSF. Al analizar la respuesta inmune celular frente a Cz y a F105, observamos tanto 
por medio de la reacción de hipersensibilidad, como en la proliferación de esplenocitos, una 
respuesta significativamente mayor en los grupos tratados solo con el ADN de Cz respecto a 
los controles sin tratar. Esta respuesta incluso se ve aumentada por la co-administración con 
el plásmido de GM-CSF, principalmente en lo que respecta a la proliferación de esplenocitos, 
con un incremento de 10 veces respecto a los controles (Fig. 12). Estos resultados enfatizan 
que la coadministración con GM-CSF es necesaria para reforzar la respuesta celular, la cual 
es esencial para erradicar los patógenos intracelulares como T. cruzi.  
Considerando que Cz es altamente inmunogénica en la infección natural (Malchiodi, 1994; 
Cazorla, 2010a), no es sorprendente que tanto los ratones de los grupos dControl y SControl, 
presenten anticuerpos específicos IgG y linfocitos activados (Fig. 10B y D). La respuesta 
inmune humoral y celular se genera contra Cz nativa presente en los parásitos infectantes. 
Además esta respuesta no fue solo direccionada a Cz, sino también a proteínas presentes en las 
complejas mezclas antigénicas de T. cruzi (F105). Estos resultados también se observaron por 
WB, donde los ratones controles a los 35 dpi presentaron menores títulos de IgG2a contra Cz 
a los 100 dpi. A este tiempo también se detectaron anticuerpos que reconocen otros antígenos 
(Fig. 10A y C). Sin embargo, en ambos grupos controles no se observaron diferencias 
significativas entre los títulos de IgG1 e IgG2a, indicando que la respuesta inmune en la 
infección natural no tiene un sesgo particular Th1/Th2, y esta sería una de las causas 
principales de la persistencia de la infección frente a una florida respuesta inmune que se 
observa en los pacientes infectados. Por el contrario en los ratones tratados con Cz+GM-CSF, 
los títulos de IgG2a fueron mayores a los de IgG1, tanto a los 35 como a los 100 dpi. Esta 
respuesta orientada hacia un perfil Th1 es la buscada para controlar la infección de T. cruzi, 
como se ha demostrado previamente (Machado, 2008; Frank, 2008b; Cazorla, 2010a). Incluso, 
recientemente se ha destacado la importancia de las células B productoras de anticuerpos 
específicos en el control de la infección sistémica de T. cruzi los que fueron en algún momento 
desvalorizados como elementos protectivos (Sullivan, 2015). 
La intensa respuesta humoral y celular desencadenada en los ratones tratados con Cz+GM-
CSF explicaría el descenso en la parasitemia encontrado en ratones que recibieron la 
combinación de ambos plásmidos. Estos resultados adquieren mayor relevancia al observar la 
actividad de las enzimas marcadoras de daño muscular (CK, AST y LDH), donde los niveles 
alcanzados en los sueros de los ratones tratados son significativamente menores que en los 
controles. Más interesante aun, los niveles séricos de CK, que son más específicos del daño 
celular de músculo esquelético y cardíaco son, similares a los observados en ratones controles 
sin infectar (Tabla 1).  
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Analizamos también los efectos de la vacuna terapéutica a 100 dpi por medio de examinación 
microscópica de los tejidos blanco de la enfermedad de Chagas. Observamos que los ratones 
vacunados con Cz+GM-CSF, solo mostraron escasos infiltrados inflamatorios tanto en 
músculo esquelético como cardíaco, en contraste con los intensos infiltrados de células 
mononucleares encontrados en músculo esquelético de los ratones que no recibieron terapia 
(Fig. 13). Ha sido demostrado que una respuesta inapropiada, contribuye a las anormalidades 
cardíacas, sin embargo la reprogramación de la respuesta inmune, puede retrasar o incluso 
revertir el daño de miocardio (Pereira, 2015). 
Debido a la falta de un tratamiento efectivo durante la fase crónica de la infección con T. 
cruzi, donde el número más importante de pacientes son diagnosticados, consideramos que es 
de gran importancia analizar la efectividad de un tratamiento terapéutico administrado en esta 
etapa. Atento a ello, ratones infectados con una dosis subletal de tripomastigotes fueron 
tratados con Cz, o la coadministración de Cz+GM-CSF a los 3 meses de iniciada la infección 
con el parásito. Al igual que observamos cuando el tratamiento era administrado en fases 
tempranas, la administración conjunta Cz+GM-CSF logró incrementar la respuesta celular 
específica tanto in vivo como in vitro (Fig. 14 y 20), lo que se reflejó en una reducción de la 
actividad sérica de las 3 enzimas marcadoras de daño muscular (Tabla 2 y 4). Observamos 
además en estos animales que la histología de los tejidos musculares era compatible con tejidos 
normales (Fig. 21). Estos hallazgos avalarían el tratamiento con el ADN de Cz junto a GM-
CSF durante la fase crónica de la infección como una vacuna terapéutica combinada efectiva 
en la prevención de la patología tisular. 
En su conjunto, estos resultados señalan que la inmunoterapia con el ADN de Cz 
administrado ya sea como plásmido desnudo o transportado por Salmonella, coadministrado 
con GM-CSF durante distintas etapas de la infección con T. cruzi, es capaz de estimular la 
respuesta inmune contra este crucial antígeno, reduciendo la carga parasitaria y más 
importante aún, disminuyendo la inflamación tisular característica de la enfermedad, luego de 
largos períodos de convivencia con el parásito. 
Lamentablemente, no fuimos capaces de potenciar significativamente la respuesta inmune 
al utilizar Salmonella como sistema de transporte de los antígenos, respecto a la vacuna a ADN 
desnudo. Ambos tratamientos dCz+dGM-CSF y SCz+SGM-CSF mostraron parámetros 
similares de protección medidos por la parasitemia, sobrevida y actividad de las enzimas 
marcadoras de daño muscular (Fig. 15 y Tabla 3). Sin embargo, sorpresivamente, cuando 
comparamos la respuesta humoral a los 35 y 100 dpi en SCz+SGM-CSF y dCz+dGM-CSF, 
encontramos que Salmonella como sistema de delivery era capaz de incrementar la respuesta 
IgG específica, respecto a la vacuna a ADN desnudo (títulos de IgG: 15.8 vs 2.2x103 y 8.5 vs 
6.3x103 a los 35 y 100 dpi, en SCz+SGM-CSF y dCz+dGM-CSF, respectivamente). Por el 
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contrario la respuesta contra los antígenos parasitarios (F105) no fue mayor en los ratones en 
que el ADN fue transportado por Salmonella respecto a los vacunados con el ADN desnudo 
con Cz+GM-CSF (Fig. 10 y 16).  Sin embargo, teniendo presentes las dificultades y los costos 
asociados a la obtención de grandes cantidades de plásmidos, así como la necesidad de disponer 
de sistemas de administración masiva que no involucren el uso de jeringas, en los siguientes 
protocolos de vacunación que estudiamos, persistimos en el uso de los organismos vivos 
atenuados como sistema de delivery de los antígenos.  
Recientes descubrimientos de las vías bioquímicas de los kinetoplástidos y la secuenciación 
completa del genoma de T. cruzi, han permitido el diseño racional de un gran número de 
potenciales candidatos o drogas contra la enfermedad de Chagas. En este sentido el desarrollo 
de inhibidores de Cz surgen como una herramienta promisoria frente a la enfermedad de 
Chagas. La molécula de cruzipaína (Cz) madura está constituida por dos dominios: uno 
catalítico (N-Terminal), con alta homología con catepsina L y papaína, en donde reside su 
actividad enzimática, y otro, el carboxilo terminal (C-Terminal), cuya función es desconocida, 
más allá de actuar distrayendo la respuesta inmune (Cazorla, 2010a). Como la mayoría de las 
cisteín proteasas, la actividad enzimática de Cz es inhibida por compuestos organomercuriales, 
péptidos como E-64, leupeptina, chymostatina y antipaína. Ciertos inhibidores de cruzipaína, 
son capaces de bloquear la proliferación de las formas extracelulares (epimastigotes) e 
intracelulares (amastigotes) y detener así la metaciclogénesis (Brak., 2008; Chen, 2008; 
Bellera, 2013). La inhibición de Cz es importante por el rol que juega en la biología del parásito 
y su capacidad inmunomodulatoria que va en detrimento de la eliminación del mismo. Estudios 
recientes in vitro, han identificado numerosos compuestos con actividad inhibidora de cisteín 
proteasas y alta selectividad frente al parásito (Franke De Cazzulo, 1994; Chen, 2008; Brak, 
2008; Bellera, 2013; Ndao, 2014; Ferrão, 2015). En base a estas consideraciones, evaluamos si 
Chg, que es el inhibidor natural de Cz, podía constituir un antígeno promisorio a incluir en el 
desarrollo de una vacuna terapéutica multicomponente frente a la infección por T. cruzi. Para 
ello, clonamos (en plásmidos de expresión procariota y eucariota), expresamos y purificamos 
esta proteína recombinante. Es conocido que Chg modula la diferenciación de T. cruzi y la 
invasión a células de mamíferos, interactuando con su principal cisteín proteasa, Cz (Santos, 
2005). Sin embargo es poco lo que se sabe del efecto conjunto que estas dos proteínas podrían 
tener sobre las células del sistema inmune, particularmente, sobre las CPA. 
En primer lugar, evaluamos la actividad enzimática de las proteínas recombinantes que 
clonamos y expresamos en nuestro laboratorio. Encontramos que nuestra versión de rCz 
entera no presenta actividad frente al sustrato sintético Z-Phe-Arg-AMC. Este resultado 
sugeriría que rCz entera tendría alguna alteración conformacional en su sitio activo. Sin 
embargo sí observamos que el dominio catalítico NCz degrada el sustrato y más importante 
Discusión 
 
 
83 
aún, ésta actividad pudo ser inhibida cuando se preincubó NCz con el inhibidor sintético, 
específico de cisteín proteasas, E-64 (Fig. 22A y B). Destacamos, principalmente lo observado 
con rChg que fue también capaz de anular la actividad enzimática observad por el dominio 
NCz (Fig. 22C y D). Esto indica que fuimos capaces de clonar y expresar en nuestro 
laboratorio una Chg funcionalmente activa. 
La respuesta inmune innata, además de la adaptativa juega un rol importante en el control 
de la infección por T. cruzi. Atento a ello, decidimos evaluar si la capacidad protectiva conferida 
por la inmunización preventiva y/o terapéutica con los antígenos Cz y Chg podría deberse a 
la estimulación de células del sistema inmune innato. En este sentido, Planelles et al (Planelles, 
2003)demostró que el deterioro de la función de macrófagos y dendríticas luego de la infección 
por T. cruzi se encuentra asociado directamente a la susceptibilidad frente a la infección. Otros 
estudios han puesto en evidencia la habilidad del parásito, o distintas moléculas del mismo, de 
estimular células importantes para la resistencia a la infección (Brodskyn, 2002; Gazzinelli, 
2001; Nobrega., 2004).  
Teniendo en cuenta que una fuerte respuesta protectiva está relacionada con la activación 
de CPA durante la infección por T. cruzi y que las vacunas además de contener antígenos 
específicos del parásito deben ser capaces de estimular células inmunes (Sánchez-Valdez, 
2014), evaluamos en cultivos primarios de macrófagos y CD el efecto de Cz, Chg o la 
combinación de ambas proteínas recombinantes. Nosotros observamos que Cz y Chg eran 
capaces de activar macrófagos peritoneales, incrementando la expresión en su superficie de las 
moléculas co-estimulatorias CD86 y CMH-II (Fig. 27). El mismo efecto observamos cuando 
macrófagos peritoneales eran incubados por 24 h con el dominio N-terminal de Cz. Sin 
embargo, observamos un comportamiento diferencial del dominio C-terminal de Cz, que 
disminuía la expresión de ambos marcadores, lo que indicaría la no activación de CPA por este 
dominio de la proteína. Esto reafirma el concepto de que el dominio C-terminal de Cz 
contribuiría al establecimiento del parásito en el hospedador por afectar a la respuesta inmune 
desencadenada durante la infección. 
Es conocido que las citoquinas juegan un rol esencial en la interacción parasito-hospedador. 
La resistencia a la infección con T. cruzi ha sido asociada a la producción de citoquinas 
proinflamatorias, como IL-12 e IFN-γ, que activan la producción de ON por macrófagos, 
llevando finalmente a la eliminación del parásito. Este evento también está estimulado por la 
producción de TNF-α (Rodrigues., 2012; Teixeira, 2015). Al evaluar la presencia de citoquinas 
en el sobrenadante de MP cultivados con las proteínas recombinantes rCz, NCz y rChg, 
observamos la liberación de IFN-γ, IL-12 y TNF-α (Fig. 26). Por el contrario, frente al 
dominio C-terminal de Cz, observamos en el sobrenadante de MP un incremento de la 
producción de IL-10, lo que podría estar relacionado con la falta de estimulación de CMH-II 
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en su superficie (Fig. 26G y H). Estos hallazgos, junto a la disminución de INF-γ, observada 
en presencia de este dominio, son efectos moduladores de la respuesta inmune que colaborarían 
con el escape parasitario a la respuesta protectora del hospedador (Chan, 2010). 
Durante la infección por T. cruzi, el ON es uno de los más importantes mediadores en el 
control de la parasitemia, por su actividad tripanocida (Silva, 1995; Aliberti, 2001; Zalloum, 
2011). La presencia de ON en el sobrenadante de los macrófagos se midió luego de la 
incubación con las proteínas rCz y rChg, observándose niveles significativamente mayores a 
los controles sin estímulo, incremento que se mantuvo cuando los MP eran incubados 
conjuntamente con ambas proteínas (Fig. 25). Estos resultados, al igual que el aumento de la 
capacidad endocítica por parte de las células dendríticas (Fig. 28), son indicadores del 
incremento de la actividad que generan rCz y rChg sobre estas células centrales del sistema 
inmune.  
En la lucha contra las enfermedades parasitarias, en los últimos años ha crecido el consenso 
en el uso de terapias combinadas que permiten reducir los tiempos de tratamiento o la cantidad 
total de droga administrada, disminuyendo así los efectos tóxicos y la carga sobre el sistema 
inmune (Espuelas, 2012). Por lo tanto una vez evaluada la funcionalidad in vitro de Chg, junto 
a Cz, retomamos los ensayos in vivo para evaluar si la vacuna multicomponente con ambos 
antígenos era capaz de incrementar los beneficios terapéuticos observados con el ADN de Cz. 
Estos ensayos, se realizaron con Salmonella como “delivery system” de los ADN codificantes de 
ambos antígenos parasitarios. Incluimos además, la coadministración en cada grupo del ADN 
de GM-CSF, por sus beneficios como adyuvante, previamente evaluado. Es importante aclarar 
que no incluimos un tratamiento control solo con SGM-CSF en este estudio, ya que en los 
ensayos previos no mostraron un efecto relevante en la protección al ser administrado en 
forma individual. 
El tratamiento inmunoterapéutico con SCz+SChg+SGM-CSF, logró mejorar la protección 
obtenida frente al tratamiento solo con SCz+SGM-CSF, observándose menores niveles de 
parásitos en la sangre de los ratones tratados, un mejor estado general que se evidenció en la 
menor pérdida de peso y en la sobrevida del 75% hacia el final de la etapa aguda (Fig. 29). La 
respuesta humoral evaluada frente a ambos antígenos (rCz y rChg), así como frente al lisado 
antigénico de T. cruzi, mostró títulos significativamente elevados respecto a los controles, en 
los grupos tratados con SCz+SGM-CSF o la vacuna multicomponente, pero no así en el grupo 
SChg+SGM-CSF (Fig. 30). Adicionalmente, al evaluar la respuesta celular in vivo e in vitro, 
observamos que el grupo SCz+SChg+SGM-CSF, presentó una respuesta incrementada frente 
a los antígenos rCz y rChg, respecto a los ratones que no recibieron tratamiento (Fig. 31 y 
32). Así mismo, los esplenocitos estimulados de este grupo presentaron una mayor producción 
intracelular de IFN-γ frente a los estímulos específicos (Fig. 33). Estos resultados sugieren 
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que los ratones tratados con la vacuna multicomponente responderían con una activación de 
linfocitos Th1 protectores frente a posibles reinfecciones o a una reactivación de la infección, 
controlando la replicación parasitaria. 
Todos estos resultados toman mayor relevancia al observar el estado de los tejidos, que 
fueron evaluados, en primera instancia, por medio de la actividad sérica de las enzimas CK y 
CK-MB, las cuales tienen alta especificidad como marcadores de la injuria generada en 
miocardio. El grupo tratado con la vacuna multicomponente, SCz+SChg+SGM-CSF, no 
presentó diferencias entre los valores de actividad de ambas enzimas, lo que es un claro 
indicador de un buen estado del tejido; más aún los valores medidos fueron 10 veces inferiores 
a los observados en los ratones controles, infectados y no tratados (Tabla 5). Esta diferencia 
en el estado de los tejidos blanco de la infección por T. cruzi fue también analizada por 
histología, donde luego de una tinción con hematoxilina-eosina se hizo una cuantificación de 
los focos inflamatorios. La mayoría de los ratones tratados con SCz+SChg+SGM-CSF 
presentaron un índice de inflamación cercano a 1, mientras que en los ratones controles sin 
tratar, el índice era próximo a 4 (Fig. 34).  
Dada la importancia de un tratamiento durante la etapa crónica de la infección, evaluamos 
también la eficacia de un tratamiento con tres dosis de la vacuna multicomponente, 
administrada durante dicha etapa. Observamos que el tratamiento oral con SChg+SCz+SChg, 
aplicado a los 100 dpi con T. cruzi, es capaz de reducir el daño tisular característico de la 
infección parasitaria, incluso más de 200 días posteriores a la infección (Fig. 36). La respuesta 
inmune celular, desencadenada por la inmunización terapéutica, que visualizamos en la 
proliferación de esplenocitos frente a ambos antígenos, podría estar jugando un rol importante 
en dicha protección (Fig. 35).  
En este trabajo de Tesis demostramos que algunos componentes específicos del sistema 
inmune estimulados por Cz y Chg están involucrados en el control del parásito. Sin embargo 
es necesario continuar profundizando el estudio de los mecanismos inmunológicos humorales 
y celulares involucrados en el control parasitario inducido por la inmunoterapia utilizando el 
ADN de Cz, Chg junto al de GM-CSF, como así también en los estudios de terapias 
combinando la droga de referencia: benznidazol, junto con los inmunoterápicos Cz, Chg y 
GM-CSF. Estudios de este tipo, que conduzcan a la reducción de las concentraciones y dosis 
necesarias de benznidazol, son muy importantes en el objetivo de disminuir los efectos 
adversos, enfrentar la discontinuidad de la terapia por los pacientes, como así también 
disminuir las limitaciones que surgen de la aparición de cepas resistentes a las drogas 
convencionales.   
Recientemente se demostró que la terapia combinada con benznidazol y el factor 
estimulante de colonias de granulocito (G-CSF) fue beneficioso en controlar el proceso 
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inflamatorio y el daño tisular en corazones chagásicos (Espuelas, 2012). La administración 
exógena de G-CSF repara parcialmente el daño provocado por T. cruzi debido a los altos 
niveles de inflamación que persiste en este modelo experimental. Salmonella como sistema de 
delivery de los ADN de Chg+Cz+GM-CSF, podría ser una promisoria alternativa, ya sea sola 
o en combinación con otras drogas para reducir las dosis de Benznidazol y retrasar la aparición 
de resistencia. Además la vacuna terapéutica puede superar los desafíos que afectan la 
disponibilidad de una droga, como la poca solubilidad o la inestabilidad in vivo, la inadecuada 
farmacocinética y el perfil de distribución tisular, el pobre índice terapéutico (porcentaje de 
toxicidad/eficacia) o la limitada viabilidad oral, lo cual puede incluso reducir los costos y 
proveer una opción más económica. 
Teniendo en cuenta estos resultados, futuras estrategias terapéuticas deben estar 
focalizadas en los modos de administración, la selección antigénica, la adecuada estimulación 
del sistema inmune y la potencial combinación de vacunas terapéuticas con drogas 
antiparasíticas, con el fin de lograr un control o eliminación de la infección crónica parasitaria.
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                              Conclusiones 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Conclusiones 
 
 
88 
Conclusiones 
En este trabajo de Tesis de Doctorado estudiamos distintas estrategias para el desarrollo 
de una “Inmunoterapia contra la enfermedad de Chagas” y basado en los resultados, podemos 
concluir: 
 En etapas tempranas de la infección, el tratamiento con la combinación de plásmidos 
codificantes para Cz y GM-CSF, bajo diferentes vías de administración, logra reducir el 
número de parásitos circulantes y aumentar la sobrevida de los animales respecto a los 
controles y a los tratados con los plásmidos en forma individual.  
 Observamos un incremento en la respuesta humoral y celular en los animales tratados 
mediante la inmunización con los plásmidos desnudos (dCz+dGM-CSF), como así 
también en aquellos transportados por un microorganismo vivo atenuado (SCz+SGM-
CSF). Esta respuesta mostró un predominio de isotipos IgG2a, sugiriendo un sesgo Th1.  
 El tratamiento individual con pCz o SCz, confirió protección contra la infección por T. 
cruzi. Sin embargo, fue notablemente mejor la sobrevida frente al desafío letal con el 
parásito, sólo en el grupo que recibió el tratamiento dual con ambos plásmidos.   
 Al infectar los ratones con dosis subletales, y administrar los tratamientos plasmídicos 
con ADN desnudo o transportado por Salmonella en etapas tempranas de la infección, 
logramos generar una respuesta inmune a largo plazo, que se tradujo en un menor daño 
tisular durante la fase crónica de la infección por el parásito.  
 La vacuna terapéutica Cz+GM-CSF administrada por vía oral o intramuscular en etapas 
avanzadas de la infección parasitaria (día 100pi) es igualmente eficaz en el control 
parasitario, disminuyendo el daño muscular.  
 Logramos clonar en plásmidos de expresión procariota y eucariota a Chagasina, un 
inhibidor de cisteín proteasas que es capaz de bloquear la actividad enzimática observada 
en el dominio N- terminal de Cz. La proteína recombinante resultó así, funcionalmente 
activa. 
 Comprobamos una activación de las CPA frente a la presencia de las proteínas 
recombinantes rCz y rChg, con un aumento en la expresión de moléculas coestimulatorias 
y liberación de citoquinas. 
 En base a los estudios in vitro, ensayamos la administración terapéutica de la vacuna 
multicomponente SCz+SChg+SGM-CSF en etapas tempranas de la infección, 
observando que logró controlar la infección con una dosis letal del parásito, reduciendo la 
carga parasitaria y aumentando la sobrevida. 
 Los ratones inmunotratados con SCz+SChg+SGM-CSF presentaron una fuerte 
respuesta de anticuerpos específicos y una importante respuesta inmune celular 
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caracterizada por la proliferación de esplenocitos, hipersensibilidad retardada y elevada 
producción de IFN-, frente a ambos antígenos. 
 El grupo SCz+SChg+SGM-CSF mostró en la fase crónica de la infección una disminución 
de la injuria tisular evidenciada por estudios histopatológicos y valores próximos a los 
normales de enzimas musculares. 
 El tratamiento multicomponente con SCz+SChg+SGM-CSF, al ser administrado durante 
una etapa crónica avanzada, logró generar una importante respuesta celular, la cual se 
reflejó en la disminución del daño tisular; mostrando los ratones tratados una histología 
similar a la observada en ratones no infectados, con bajos niveles de inflamación y  
actividad enzimática de CK y CK-MB.    
 
En resumen, estos resultados sugieren que la inmunoterapia de la infección por T. cruzi 
con el ADN codificante para Cz, ya sea desnudo como transportado por Salmonella y 
coadministrado con Chg y GM-CSF, estimula la respuesta inmune reduciendo la carga 
parasitaria y más importante aún, disminuyendo la inflamación tisular característica de la 
enfermedad. Nuestros hallazgos indicarían que el tratamiento plasmídico sería efectivo tanto 
al ser administrado en etapas tempranas como crónicas de la infección. Esto sería de suma 
utilidad para los pacientes que generalmente son diagnosticados tardíamente, durante etapas 
de baja parasitemia y donde los quimioterapéuticos tienen menos efectividad. Los resultados 
obtenidos contribuirán al diseño de un tratamiento multicomponente que incluya antígenos 
parasitarios claves en la inmunoprotección permitiendo disminuir las dosis empleadas 
actualmente de agentes quimioterapéuticos, reducir los efectos adversos, evitando la 
discontinuidad de la terapia por los pacientes, como así también disminuir la aparición de 
cepas resistentes a las drogas convencionales. 
Una terapia eficaz en la estimulación de la respuesta inmune, que permita disminuir la 
carga parasitaria, sería capaz de controlar la desregulación inmunológica desencadenada por 
el parásito y el daño tisular y de esta forma frenar la progresión de la enfermedad. Así, una 
respuesta inmune de acción rápida contra antígenos presentes en la vacuna ayudaría a la 
generación de una respuesta también contra antígenos adicionales, lo que permitiría un mejor 
control de la infección. 
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Resumen  
 En los últimos años se han implementado diversas medidas a fin de controlar la 
enfermedad de Chagas, pero estas han sido incapaces de erradicarlo. Esta enfermedad, causada 
por T. cruzi, afecta ~6-7 millones de personas y se estima que es responsable de 20 mil muertes 
anuales en zonas endémicas de Latinoamérica. Los agentes quimioterapéuticos empleados en 
el tratamiento de la enfermedad poseen limitada efectividad, especialmente durante la etapa 
crónica de la misma, presentando alta toxicidad y graves efectos colaterales, que muchas veces 
obligan a abandonar el tratamiento en forma temprana. Estos hechos hacen prioritario el 
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas capaces de controlar la infección. Cruzipaína 
(Cz), es una cisteín proteasa de T. cruzi indispensable en el ciclo de vida del mismo. Chagasina 
es su inhibidor natural, importante en la diferenciación del parásito, por lo cual estos antígenos 
son buenos candidatos para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.  
 En este trabajo de tesis investigamos si la inmunoterapia con el ADN de Cz podría ser 
efectiva en controlar la infección previamente provocada en ratones infectados con 
tripomastigotes de la cepa RA. Empleamos dos modelos de infección: 1- ADN desnudo en un 
plásmido de expresión eucariota por vía intramuscular; y 2- el mismo plásmido transportado 
por Salmonella administrado por vía oral. Ambos modelos se evaluaron tanto en etapas 
tempranas como tardías de la infección. La coadministración de un plásmido conteniendo el 
gen de GM-CSF, mejoró la respuesta producida por la vacuna terapéutica, indicando que la 
estimulación de células innatas es necesaria para controlar una infección ya establecida. 
 La coadministración de Cz+GM-CSF, por ambas vías logró controlar los parásitos en 
sangre, aumentando la sobrevida. Esta vacuna terapéutica fue capaz de direccionar la respuesta 
a un perfil Th1, protectivo y sostenido, no solo contra Cz sino también contra una variedad de 
antígenos parasitarios. Se obtuvo una importante respuesta celular, determinada tanto in vivo 
mediante intradermorreacción, como in vitro mediante análisis linfo-proliferativo. El estudio 
histológico de tejidos musculares, reveló que el grupo tratado con ambos plásmidos, presentó 
el mejor panorama, siendo su aspecto compatible con tejidos normales. Los resultados de 
microscopía fueron avalados por la disminución de la actividad sérica de las enzimas 
marcadoras de injuria celular. 
 Estos resultados tienen aún más relevancia al observar la capacidad terapéutica de ambas 
vacunas dCz+dGM-CSF y SCz+SGM-CSF, al ser aplicadas durante la etapa crónica de la 
infección. Estos tratamientos desencadenaron una fuerte respuesta celular y una mejora en el 
estado general de los tejidos musculares, respecto a los controles que presentaban daños 
característicos de la patología chagásica. 
 El uso de terapias combinadas está en crecimiento, con el fin de reducir las dosis y tiempos 
de tratamiento. Así a partir de lo observado en ensayos in vitro donde coincubamos las 
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proteínas recombinantes Cz y Chg en cultivos primarios de células presentadoras de 
antígenos, decidimos evaluar si al incluir en la terapia a Chg, el inhibidor natural de Cz, 
podíamos mejorar la protección. El tratamiento inmunoterapéutico de SCz+SChg+SGM-
CSF, logró mejorar el tratamiento realizado con SCz+SGM-CSF, presentando menores 
niveles de parásitos en sangre de los ratones tratados, generando una importante respuesta 
humoral y celular. Esta notable diferencia fue evidenciada por medio de una mejoría en cortes 
histológicos de tejidos musculares y una menor actividad de enzimas séricas marcadoras de 
daño tisular. 
 La vacuna terapéutica multicomponente de ADN transportado por Salmonella como 
delivery de los plásmidos, SCz+SChg+SGM-CSF, aplicada durante la fase crónica de la 
infección, previene la patología tisular como se muestra en la reducción de la actividad de 
enzimas marcadoras de daño en el tejido muscular y con un estado tisular compatible con 
tejidos normales.  
 Estos resultados estarían indicando que la inmunoterapia de la infección por T. cruzi con 
el ADN codificante para Cz, Chg y GM-CSF, puede estimular la respuesta inmune reduciendo 
la carga parasitaria y más importante aún, disminuyendo la inflamación tisular característica 
de la enfermedad.  Nuestros resultados indicarían que el tratamiento plasmídico sería efectivo 
tanto al ser administrado en etapas tempranas como tardías de la infección.  Esto sería de suma 
utilidad para los pacientes que muchas veces son diagnosticados tardíamente, durante la etapa 
aparasitémica, donde los quimioterapéuticos tendrían menos efectividad. Los resultados 
obtenidos colaborarán en el diseño de un tratamiento multicomponente que incluya antígenos 
parasitarios claves en la inmunoprotección; la vacuna sola o en combinación con otras drogas, 
puede representar una promisoria alternativa para el tratamiento de la enfermedad de Chagas. 
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